Estudio cristalográfico de los mecanismos de especificidad y diseño molecular de glicosidasas para la producción de oligosacáridos prebióticos y derivados bioactivos by Ramírez Escudero, Mercedes
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE CIENICAS QUÍMICAS 






Estudio cristalográfico de los mecanismos de especificidad y 
diseño molecular de glicosidasas para la producción de 
oligosacáridos prebióticos y derivados bioactivos 
 
 















© Mercedes Ramírez Escudero,  2017 
	  UNIVERSIDAD	  COMPLUTENSE	  DE	  MADRID	  
FACULTAD	  DE	  CIENCIAS	  QUÍMICAS	  





Estudio	  cristalográfico	  de	  los	  mecanismos	  de	  especificidad	  y	  
diseño	  molecular	  de	  glicosidasas	  para	  la	  producción	  de	  
oligosacáridos	  prebióticos	  y	  derivados	  bioactivos	  
	  
Memoria	  para	  optar	  al	  Grado	  de	  Doctor	  
	  
Presentada	  por:	  
Mercedes	  Ramírez	  Escudero	  
	  
Dirigida	  por:	  
Dra.	  Juliana	  Sanz	  Aparicio	  
	  
DEPARTAMENTO	  DE	  CRISTALOGRAFÍA	  Y	  BIOLOGÍA	  ESTRUCTURAL	  
INSTITUTO	  DE	  QUÍMICA	  FÍSICA	  “ROCASOLANO”	  
CONSEJO	  SUPERIOR	  DE	  INVESTIGACIONES	  CIENTÍFICAS
	  
	  UNIVERSIDAD	  COMPLUTENSE	  DE	  MADRID	  
FACULTAD	  DE	  CIENCIAS	  QUÍMICAS	  






Estudio	  cristalográfico	  de	  los	  mecanismos	  de	  
especificidad	  y	  diseño	  molecular	  de	  glicosidasas	  
para	  la	  producción	  de	  oligosacáridos	  prebióticos	  
y	  derivados	  bioactivos	  
	  
Memoria	  presentada	  por	  Mercedes	  Ramírez	  Escudero	  para	  optar	  
al	  Grado	  de	  Doctor	  
	  
Esta	   Tesis	   Doctoral	   ha	   sido	   realizada	   en	   el	   Departamento	   de	   Cristalografía	   y	  
Biología	   Estructural	   del	   Instituto	   de	   Química	   Física	   “Rocasolano”	   (Consejo	  
Superior	  de	  Investigaciones	  Científicas,	  CSIC)	  bajo	  la	  dirección	  de	  la	  Dra.	  Juliana	  
Sanz	   Aparicio,	   Investigador	   Científico	   del	   Departamento	   de	   Cristalografía	   y	  
Biología	  Estructural	  del	  Instituto	  de	  Química	  Física	  “Rocasolano”,	  CSIC.	  
	  





La	  Dra.	   Juliana	   Sanz	  Aparicio,	   Investigador	   Científico	   del	  Departamento	  de	  Cristalografía	   y	   Biología	  
Estructural	   del	   Instituto	   de	   Química	   Física	   “Rocasolano”	   del	   Consejo	   Superior	   de	   Investigaciones	  
Científicas	  (CSIC)	  certifica	  que:	  
Doña	   Mercedes	   Ramírez	   Escudero,	   Licenciada	   en	   Biotecnología	   por	   la	   Universidad	   Francisco	   de	  
Vitoria	   (Madrid)	   y	   Máster	   en	   Bioquímica,	   Biología	   Molecular	   y	   Biomedicina	   por	   la	   Universidad	  
Complutense	  de	  Madrid,	  ha	  realizado	  bajo	  mi	  dirección	  el	  trabajo	  titulado	  “Estudio	  cristalográfico	  de	  
los	   mecanismos	   de	   especificidad	   y	   diseño	   molecular	   de	   glicosidasas	   para	   la	   producción	   de	  
oligosacáridos	   prebióticos	   y	   derivados	  bioactivos”,	   en	   el	  Departamento	  de	  Cristalografía	   y	   Biología	  
Estructural	  del	  Instituto	  de	  Química	  Física	  “Rocasolano”	  (CSIC).	  
En	   mi	   opinión,	   este	   trabajo	   reúne	   las	   condiciones	   exigidas	   por	   la	   legislación	   vigente	   y	   tiene	   la	  
originalidad,	   el	   rigor	   y	   la	   calidad	   científica	   necesarios	   y	   suficientes	   para	   ser	   presentado	   por	   Doña	  
Mercedes	   Ramírez	   Escudero	   para	   optar	   al	   Grado	   de	   Doctor	   por	   la	   Universidad	   Complutense	   de	  
Madrid.	  
Y	  para	  que	  así	  conste	  y	  con	  los	  efectos	  oportunos,	  firmo	  el	  presente	  certificado.	  
	  






Fdo.:	  Dra.	  Juliana	  Sanz	  Aparicio	  















Antes	  de	  comenzar	  con	  los	  aspectos	  técnicos	  y	  científicos,	  quiero	  agradecer	  a	  todas	  las	  personas	  
que,	   de	   una	  manera	   u	   otra,	   han	   aportado	   su	   granito	   de	   arena	   y	   han	  hecho	  posible	   que	   esta	   tesis	  
exista,	  y	  llegue	  a	  su	  fin.	  Espero	  no	  dejarme	  a	  nadie	  en	  el	  tintero.	  
En	  primer	  lugar,	  quisiera	  agradecer	  a	  la	  Dra.	  Julia	  Sanz	  Aparicio	  su	  apoyo	  y	  motivación	  durante	  
estos	   cinco	   años	   de	   trabajo.	   Gracias	   por	   la	   confianza	   depositada	   en	   mí,	   por	   todo	   lo	   que	   me	   has	  
enseñado	   y	   por	   ser	   una	   guía	   constante.	   También	   quiero	   agradecer	   a	   la	   Dra.	   Beatriz	   González	   su	  
colaboración	  y	  ayuda	  con	  los	  protocolos	  de	  purificación	  y	  cristalización,	  así	  como	  por	  los	  constantes	  
aportes	  en	  nuestras	  investigaciones,	  y	  por	  su	  amabilidad.	  	  
En	   segundo	   lugar,	   quiero	   agradecer	   a	   los	   colaboradores	   de	   estos	   trabajos	   de	   investigación.	  
Gracias	  a	  la	  Dra.	  María	  Fernández	  Lobato,	  al	  Dr.	  Julio	  Polaina,	  al	  Dr.	  Manuel	  Ferrer	  y	  al	  Dr.	  Francisco	  
Plou,	   y	   a	   los	   miembros	   de	   sus	   grupos	   de	   investigación,	   por	   la	   expresión	   y	   purificación	   de	   las	  
proteínas,	   por	   los	   ligandos	   y	   por	   caracterizar	   y	   complementar	   los	   resultados	   cristalográficos	   tan	  
eficientemente.	   En	   este	   apartado	   también	   quiero	   agradecer	   a	   otros	   colaboradores,	   aunque	   sus	  
trabajos	  de	   investigación	  no	  aparezcan	  en	  estas	  páginas.	  Gracias	   al	  Dr.	   Javier	  Pastor,	   al	  Dr.	  Miguel	  
Alcalde,	  a	  la	  Dra.	  Agatha	  Bastida	  y	  a	  la	  Dra.	  Esperanza	  Cerdán,	  así	  como	  a	  los	  miembros	  de	  sus	  grupos	  
de	  investigación.	  	  
También	   quiero	   tener	   unas	   palabras	   de	   agradecimiento	   para	   los	   local	   contact	   de	   los	  
sincrotrones,	   que	   tanta	   ayuda	   me	   han	   proporcionado	   durante	   mis	   numerosos	   viajes	   a	   Diamond,	  
ALBA	   o	   ESRF.	   Especialmente,	   quiero	   agradecer	   al	   equipo	   de	   Xaloc	   del	   sincrotrón	   ALBA	   por	   su	  
constante	  ayuda	  a	  la	  hora	  de	  realizar	  los	  experimentos	  de	  difracción,	  por	  mantener	  la	  línea	  en	  unas	  
condiciones	  óptimas	  y	  atender	  a	  nuestras	  demandas	  con	  tanta	  amabilidad.	  	  
No	  puedo	  olvidarme	  de	  aquellos	  que	  me	  dieron	  mis	  primeras	  oportunidades.	  Gracias	  a	   la	  Dra.	  
Maite	   Iglesias,	   porque	   además	   de	   directora	   y	   profesora,	   siempre	   supo	   guiar	   mis	   pasos	   en	   la	  
Biotecnología.	  I	  want	  to	  thank	  Dr.	  Eishi	  Noguchi	  for	  giving	  me	  the	  opportunity	  to	  develop	  my	  interest	  
in	  the	  scientific	  world,	  for	  being	  a	  guide	  and	  a	  motivation	  to	  become	  a	  PhD.	  También	  quiero	  dar	  las	  
gracias	  al	  Dr.	  Miguel	  Díaz	  Hernández	  por	  acogerme	  en	  su	  laboratorio	  durante	  el	  master	  y	  permitirme	  
aprender	  tanto	  de	  la	  neurociencia	  y	  los	  cultivos	  in	  vitro.	  
Además	   quiero	   agradecer	   al	   resto	   de	   Profesores,	   Investigadores,	   postdocs	   y	   predocs	   del	  
Departamento	   de	   Cristalografía	   y	   Biología	   Estructural	   del	   Instituto	   de	  Química	   Física	   “Rocasolano”	  
por	  sus	  aportaciones.	  De	  forma	  muy	  especial,	  quiero	  tener	  unas	  palabras	  para	  aquellos	  compañeros	  
que	   se	  han	   convertido	  en	  personas	  muy	  queridas	  en	  mi	   vida.	  Gracias	   Iván	  por	   tus	  notas	   y	  por	   tus	  
apuntes,	  chico	  10,	  por	   tus	   risas	  dentro	  y	   fuera	  del	   labo.	  Gracias	   Javi	  por	   tu	  constante	  ayuda	  con	   la	  
teoría	  cristalográfica,	  la	  fotografía	  y	  la	  informática,	  por	  tus	  correcciones	  y	  discusiones,	  a	  pesar	  de	  los	  
cafés	  de	  máquina.	  Gracias	  María	  por	  esos	  viajes	  al	  sincro,	  no	  hubieran	  sido	  lo	  mismo	  sin	  ti.	  Gracias	  
Mayte	  por	  haber	  traído	  frescura	  al	  departamento.	  Gracias	  Siseth	  por	  tu	  bondad	  y	  por	  aportar	  la	  nota	  
“picosa”	   al	   grupo.	   Gracias	   Martín	   y	   Juanlu	   por	   poner	   ese	   toque	   diferente	   y	   singular	   en	   el	   café.	  
También	   quiero	   agradecer	   a	   otras	   grandes	   personas	   que	   han	   pasado	   por	   el	   Roca:	   Ángel,	   Agustín,	  
Rocío,	  Ceci,	  Antonio,	  Nacho,	  Jorge,	  Almu,	  Ainhoa,	  Lisandro,	  Loreto,	  David,	  Patri,	  Anna,	  Erney	  y	  Ester.	  
En	  un	  apartado	  especial	  están	  los	  compañeros	  de	  despacho,	  que	  han	  hecho	  de	  ese	  espacio	  un	  
pequeño	   hogar.	   Gracias	   Mangi	   por	   ayudarme	   en	   todo,	   por	   tus	   consejos,	   tus	   maravillosas	  
	  explicaciones,	  por	  allanarme	  el	  camino	  y	  facilitarme	  el	  trabajo.	  Gracias	  Yani	  por	  tu	  constante	  amor	  y	  
simpatía,	  siempre	  con	  una	  palabra	  amable	  y	  una	  sonrisa,	  por	  compensar	  con	  “asúcar”	  los	  duros	  días	  
de	   trabajo.	  Gracias	   Elsa	   por	   estar	   siempre	   ahí,	   por	   los	   viajes	   al	   sincro,	   a	  Granada,	   a	   Sevilla,	  …	  que	  
tanto	  hemos	  disfrutado,	  por	  estar	  siempre	  dispuesta	  a	  ayudar,	  y	  porque	  en	  las	  distancias	  cortas	  dejas	  
de	  ser	  “cubito”.	  Gracias	  Noe	  por	  tu	  ternura,	  tu	  dulzura	  y	  tu	  amabilidad,	  por	  aportar	  ese	  arte	  que	  sólo	  
tú	  tienes.	  Gracias	  Tere	  por	  poner	  diversión	  y	  locura	  en	  mi	  vida.	  
No	   puedo	   ni	   quiero	   olvidarme	   del	   resto	   de	   amigos	   que	  me	   han	   acompañado	   en	   todos	   estos	  
años.	  A	  mis	  niñas	  del	  máster,	  Laura	  e	  Irene,	  que	  me	  han	  apoyado	  en	  todo	  este	  proceso,	  a	  veces	  nada	  
fácil.	  También	  quiero	  agradecerle	  a	  mi	  compi	  Raquel	  por	  todos	   los	  años	  que	  hemos	  pasado	   juntas,	  
por	  hacer	  de	  mami	   y	   cuidadora	   constante,	   incluso	  en	   la	  distancia.	  A	  mis	  biotech,	  que	  más	  de	  diez	  
años	  después	  siguen	  siendo	  los	  mismos	  soñadores	  que	  aún	  no	  saben	  que	  van	  a	  ser	  de	  mayores,	  y	  a	  
sus	   queridos	   y	   queridas,	   que	   ya	   son	   uno	  más	   del	   grupo.	  Muy	   especialmente	   a	   Lau,	   Zule	   y	   Reich,	  
gracias	  por	  estar	  siempre	  ahí,	  sois	  tres	  pilares	  imprescindibles	  de	  mi	  vida.	  
	  También	  quiero	  darles	  las	  gracias	  a	  mis	  chiguitas,	  Bea,	  Mariola	  y	  Maribel,	  mis	  otros	  tres	  pilares,	  
que	  aunque	  aún	  no	  entienden	  muy	  bien	  en	  qué	  consisten	  mis	  cristales	  y	  mis	  historias,	  me	  apoyan	  
incondicionalmente.	   He	   crecido	   con	   vosotras,	   ¡y	   18	   años	   dan	   para	  muchas	   anécdotas,	   vivencias	   y	  
fiestas!	  Gracias	  porque	  aunque	  no	  vivamos	  en	  la	  misma	  ciudad,	  parece	  que	  el	  tiempo	  no	  pasa	  cada	  
vez	   que	   nos	   vemos.	  Muy	   especialmente	   quiero	   agradecer	   a	   Bea,	  mi	   hermana	   de	   otra	  madre,	   por	  
estar	  siempre	  ahí.	  Contigo	  lo	  he	  pasado	  todo	  en	  la	  vida,	  lo	  bueno	  y	  lo	  malo.	  Gracias	  por	  entenderme	  
y,	  más	  importante,	  por	  saber	  hacerme	  entrar	  en	  razón	  cuando	  es	  necesario.	  
Finalmente,	  quiero	  agradecer	  a	  mi	  familia,	  sin	  su	  apoyo	  no	  hubiera	  podido	  terminar	  esta	  tesis.	  
Gracias	   a	   Tania,	   Cristina,	   Oscar,	   David,	   Sonia,	   Jose,	  Mila,	   Félix,	   Pili	   y	   Vitorino	   por	   vuestra	   ayuda	   y	  
preocupación	   constante,	   por	   todos	   los	  momentos	   vividos.	   Especialmente	   a	  mi	   “pipi”,	   que	   ha	   sido	  
muy	  paciente	  con	   la	  distancia	  y	  el	   tiempo.	  Gracias	  a	  mis	  abuelos,	  por	  cuidarme	   siempre	  con	   tanto	  
cariño	  y	  hacerme	  una	  niña	  tan	  feliz.	  	  
Y	  como	  lo	  mejor	  lo	  dejo	  siempre	  para	  el	  final,	  gracias	  a	  mis	  padres,	  sin	  vosotros	  no	  sería	  nada.	  
Gracias	  por	  vuestro	  cariño	  y	  amor,	  por	  vuestro	  constante	  ánimo	  e	  inmensa	  paciencia,	  por	  no	  dejarme	  
caer	   ni	   perder	   el	   norte.	   Esta	   tesis	   es	   para	   vosotros,	   aunque	   es	   un	   pequeño	   reconocimiento	  





	   	  
I	  
	  
	   	  
RESUMEN	  
Según	   diversos	   estudios	   epidemiológicos,	   la	   alimentación	   juega	   un	   papel	   determinante	   en	   la	  
salud	   humana.	   Se	   ha	   demostrado	   que	   la	   dieta	   tiene	   un	   efecto	   directo	   sobre	   la	   composición	   y	   el	  
equilibrio	  de	  la	  microbiota	  intestinal	  y,	  ésta,	  sobre	  la	  salud	  del	  individuo.	  Por	  ello,	  se	  buscan	  nuevos	  
alimentos	   “funcionales”,	   como	   los	   oligosacáridos	   prebióticos,	   que	   son	   capaces	   de	   estimular	   el	  
crecimiento	  de	  bacterias	  beneficiosas.	  
Por	  otra	  parte,	   la	   glicosilación	  de	  distintos	   compuestos	  químicos	  mejora	   sus	  propiedades	   y	   su	  
biodisponibilidad.	   Estos	   nuevos	   compuestos	   bioactivos	   aún	   no	   están	   tan	   desarrollados	   como	   los	  
prebióticos,	  pero	  tienen	  una	  gran	  proyección	  de	  futuro	  en	  la	  industria	  farmacéutica.	  
La	   investigación	   sobre	   la	   biosíntesis	   de	   estos	   productos	   conlleva	   tanto	   el	   estudio	   de	   nuevos	  
compuestos	   con	   mejores	   propiedades	   funcionales	   como	   la	   búsqueda	   de	   formas	   más	   eficaces	   de	  
producirlos.	  En	  este	  aspecto,	  la	  Biotecnología	  Enzimática	  se	  ha	  impuesto	  frente	  a	  otras	  metodologías	  
de	   química	   tradicional	   gracias	   a	   su	   excelente	   regio-­‐,	   quimio-­‐	   y	   estéreo-­‐especificidad.	   Y	   para	  
profundizar	  en	  esta	  metodología,	  la	  Cristalografía	  de	  rayos	  X	  genera	  la	  información	  estructural	  básica	  
para	  el	  diseño	  racional	  en	  la	  ingeniería	  de	  proteínas.	  
Por	   todo	  ello,	  esta	   tesis	   se	  ha	  centrado	  en	  el	  estudio	  cristalográfico	  de	  glicosil	  hidrolasas	   (GH)	  
que	  son	  las	  enzimas	  capaces	  de	  metabolizar	  carbohidratos,	  los	  biocompuestos	  estructuralmente	  más	  
diversos	  en	  la	  naturaleza.	  Estas	  enzimas,	  altamente	  específicas	  y	  eficientes,	  intervienen	  en	  multitud	  
de	   procesos	   biológicos	   esenciales	   por	   lo	   que	   un	   conocimiento	   detallado	   de	   su	   función	   a	   nivel	  
molecular	  es	  clave	  para	  entender	  dichos	  procesos	  y	  controlar	  numerosas	  enfermedades,	  además	  de	  
permitir	  optimizar	  su	  aplicación	  biotecnológica.	  En	  este	  manuscrito,	  se	  presentan	  cuatro	  trabajos	  de	  
investigación	   realizados	   con	   enzimas	   productoras	   de	   carbohidratos	   prebióticos	   del	   tipo	   FOS	  
(fructooligosacáridos),	  IMOS	  (isomaltooligosacáridos)	  o	  β-­‐glucanos,	  además	  de	  explorar	  su	  capacidad	  
para	  sintetizar	  otros	  compuestos	  bioactivos.	  
El	  objetivo	  general	  de	   la	   investigación	  es	  avanzar	  en	  el	  esclarecimiento	  de	   los	  mecanismos	  de	  
reconocimiento	   proteína-­‐carbohidrato	   que	   modulan	   la	   especificidad	   de	   glicosidasas,	   mediante	   la	  
Cristalografía	  de	  proteínas.	  Además	  de	  las	   implicaciones	  fundamentales	  para	  entender	  los	  procesos	  
en	   los	   que	   estas	   enzimas	   intervienen,	   este	   conocimiento	   estructural	   es	   la	   base	   fundamental	   para	  
realizar	  la	  ingeniería	  molecular	  de	  enzimas.	  El	  fin	  último	  es	  producir	  oligosacáridos	  con	  propiedades	  
prebióticas,	  diseñados	  específicamente	  para	  manipular	  la	  microbiota	  intestinal	  del	  individuo,	  lo	  que	  
abre	  la	  puerta	  a	  una	  futura	  medicina	  preventiva	  personalizada.	  
Las	   primeras	   enzimas	   estudiadas	   en	   esta	   tesis	   son	   la	   invertasa	   de	   Saccharomyces	   cerevisiae	  
(ScInv)	   y	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (XdInv),	   ambas	   de	   la	   familia	  
GH32.	   Estas	  enzimas	   son	  bimodulares	   y	  están	   formadas	  por	  un	  dominio	   catalítico	  β-­‐propeller	   y	  un	  
dominio	   β-­‐sándwich	   adyacente.	   Nuestros	   estudios	   cristalográficos	   han	   revelado	   que	   el	   domino	   β-­‐
sándwich	   es	   responsable	   de	   la	   oligomerización	   y	   que	   este	   ensamblaje	   molecular	   regula	   la	  
especificidad	  de	  substrato	  de	  las	  enzimas	  GH32	  de	  levadura.	  Mientras	  que	  ScInv	  es	  un	  octámero	  que	  
restringe	   el	   acceso	   a	   substratos	   largos,	   explicando	   su	   actividad	   esencialmente	   invertasa,	   XdInv	  
presenta	  una	  organización	  del	  dímero	  distinto	  a	  la	  previamente	  descrita	  en	  la	  familia	  y	  que	  le	  podría	  
permitir	   degradar	   fructanos	   mixtos	   ramificados.	   Esta	   propiedad	   podría	   estar	   relacionado	   con	   su	  
función	  biológica	  en	  el	  hábitat	  natural	  de	  la	  levadura.	  
ScInv	   y	   XdInv	   son	   capaces	   de	   generar	   oligosacáridos	   prebióticos	   del	   tipo	   β(2-­‐6)-­‐FOS,	   con	  
mayores	  capacidades	  prebióticas	  que	  los	  comercializados	  β(2-­‐1)-­‐FOS.	  Así,	  ScInv	  produce	  6-­‐kestosa	  y	  
XdInv	  neokestosa.	  Un	  estudio	  en	  detalle	  del	  sitio	  activo	  de	  XdInv	  mediante	  el	  análisis	  de	  complejos	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con	  diversos	  substratos	  mostró	  las	  bases	  moleculares	  de	  su	  amplia	  especificidad	  y	  reveló	  la	  existencia	  
de	   dos	   posibles	   sitios	   de	   unión	   alternativos,	   dependiendo	   del	   tipo	   de	   substrato.	   En	   base	   a	   estos	  
resultados,	   investigamos	   la	   posibilidad	   de	   utilizar	   como	   substrato	   aceptor	   otros	   oligosacáridos,	  
encontrando	  que	   la	  enzima	  es	   capaz	  de	   fructosilar	  maltooligosacáridos	   y	  producir	  hetero-­‐FOS,	   con	  
potencial	   capacidad	   prebiótica.	   Así	   mismo,	   hemos	   investigado	   la	   posibilidad	   de	   fructosilar	   otros	  
compuestos	   orgánicos	   no-­‐azúcares,	   generando	   nuevos	   compuestos	   bioactivos	   de	   interés	   como	  
antioxidantes.	  
La	  α-­‐glucosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  (Xd-­‐αGlu)	  es	  una	  enzima	  con	  capacidad	  de	  
producir	  IMOS	  del	  tipo	  α(1-­‐6)	  de	  longitud	  media,	  con	  mejores	  propiedades	  funcionales	  y	  prebióticas.	  
El	  modelo	   estructural	   por	   homología	   de	   secuencia	   revela	   que	  presenta	  una	   topología	   típica	  de	   las	  
enzimas	  GH31	  de	  eucariota.	  Sin	  embargo,	  presenta	  dos	  características	  estructurales	  novedosas:	  un	  
inserto	  en	  el	  dominio	  N-­‐terminal,	   y	  un	   Inserto	  2	   inusualmente	   largo	  en	  el	  dominio	  catalítico.	  Estas	  
dos	  nuevas	  propiedades	  pueden	  ser	  las	  responsables	  de	  su	  preferencia	  por	  substratos	  largos.	  
Por	   último,	   hemos	   estudiado	   una	   β-­‐glicosidasa	   aislada	   del	   metagenoma	   de	   rumen	   bovino	  
(GlyA1).	   La	   estructura	   de	   GlyA1	   presenta	   una	   permutación	   de	   dominios,	   aunque	   conserva	   la	  
arquitectura	   general	   de	   las	   β-­‐glucosidasas	   de	   la	   familia	   GH3.	   Hemos	   demostrado	   que	   esta	   nueva	  
topología	  está	  asociada	  a	  microorganismos	  que	  habitan	  en	  el	  tracto	  digestivo	  y	  que	  dependen	  de	  una	  
dieta	  rica	  en	  biopolímeros	  de	  material	  vegetal.	  Además,	  GlyA1	  tiene	  un	  dominio	  extra	  C-­‐terminal.	  Los	  
análisis	  de	  dispersión	  de	  rayos	  X	  a	  bajo	  ángulo	  (SAXS)	  muestran	  una	  estructura	  compacta	  donde	  el	  
dominio	  extra	  C-­‐terminal	  se	  posiciona	  sobre	  el	  núcleo	  estructural	  de	  la	  enzima.	  
GlyA1	   es	   una	   β-­‐glucosidasa/β-­‐xilosidasa	   de	   amplia	   especificidad,	   que	   presenta	   además	   otras	  
actividades	  asociadas.	  Esta	  enzima	  es	  capaz	  de	  degradar	  oligosacáridos	  con	  distinto	  tipo	  de	  enlace	  y	  
grado	  de	  polimerización,	  siendo	  más	  activa	  con	  substratos	  de	  tamaño	  medio.	  Estas	  características	  la	  
convierten	   en	   una	   buena	   candidata	   para	   nuevas	   aplicaciones	   biotecnológicas.	   Su	   mecanismo	   de	  
retención	  y	  su	  amplia	  especificidad	  sugieren	  su	  potencial	  uso	  en	  la	  obtención	  de	  distintos	  prebióticos	  
y	  oligosacáridos	  de	  interés	  biológico.	  
Para	   concluir,	   la	   Cristalografía	   de	   proteínas	   es	   una	   herramienta	   potente	   para	   determinar	   en	  
detalle	  el	  mecanismo	  de	  acción	  de	  las	  enzimas.	  En	  esta	  tesis	  se	  presenta	  el	  estudio	  estructural	  de	  tres	  
enzimas	   glicosil	   hidrolasa	   (ScInv,	   XdInv	   y	   GlyA1)	   y	   de	   sus	   complejos,	   además	   de	   un	   modelo	  
computacional	  de	  otra	  GH	  (Xd-­‐αGlu).	  Nuestros	  resultados	  han	  permitido	  profundizar	  en	  el	  complejo	  
mecanismo	  molecular	  que	  presenta	  cada	  enzima	  para	  reconocer	  los	  substratos	  de	  forma	  específica.	  
Este	  conocimiento	  de	  las	  proteínas	  a	  nivel	  atómico	  permite	  diseñar,	  de	  forma	  racional,	  enzimas	  con	  
capacidades	   sintéticas	   mejoradas	   dirigidas	   a	   la	   producción	   de	   carbohidratos	   con	   capacidades	  
prebióticas	  o	  distintos	  compuestos	  glicoconjugados,	  de	  interés	  creciente	  en	  la	  industrias	  alimentaria	  
y	  farmacéutica.	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SUMMARY	  
Several	  epidemiological	  studies	  have	  shown	  that	   food	  plays	  a	  key	  role	   in	  human	  health.	   It	  has	  
been	  shown	  that	  diet	  has	  a	  direct	  effect	  on	  the	  composition	  and	  balance	  of	  the	  intestinal	  microbiota	  
and	   this,	   in	   turn,	   on	   health.	   Therefore,	   new	   "functional"	   foods	   are	   sought,	   many	   of	   which	   are	  
prebiotic	  oligosaccharides	  that	  selectively	  stimulate	  the	  growth	  of	  beneficial	  bacteria.	  
On	  the	  other	  hand,	  the	  glycosylation	  of	  different	  chemical	  compounds	  improves	  their	  properties	  
and	   their	   bioavailability.	   These	   new	   bioactive	   compounds	   have	   yet	   to	   be	   fully	   exploited,	   being	  
increasingly	  demanded	  by	  the	  pharmaceutical	  industry.	  
Research	  on	  biosynthesis	  of	   these	  products	   involves	   the	  study	  of	  new	  compounds	  with	  better	  
functional	   properties	   and,	   also,	   the	   development	   of	   more	   efficient	   production	   methods.	   Thus,	  
Enzymatic	   Biotechnology	   has	   overcome	   other	   traditional	   chemical	   methodologies,	   due	   to	   its	  
excellent	   regio-­‐,	   chemo-­‐	   and	   stereo-­‐specificity.	   Furthermore,	   X-­‐ray	   crystallography	   generates	   the	  
basic	  structural	  information	  for	  rational	  design	  and	  protein	  engineering.	  
Accordingly,	   this	   thesis	   has	   focused	   on	   the	   crystallographic	   study	   of	   glycosyl	   hydrolases	   (GH),	  
enzymes	   that	   metabolize	   carbohydrates,	   the	   most	   structurally	   diverse	   biocompounds	   in	   nature.	  
These	   highly	   specific	   and	   efficient	   enzymes	   are	   involved	   in	  many	   essential	   biological	   processes.	   A	  
detailed	  knowledge	  of	  their	  molecular	  function	  is	  crucial	  to	  understand	  these	  processes	  and	  control	  
numerous	   diseases,	   and	   is	   necessary	   to	   optimize	   their	   biotechnological	   application.	   In	   this	  
manuscript,	  we	  present	  the	  research	  work	  performed	  on	  four	  enzymes	  that	  can	  generate	  prebiotics	  
of	  the	  types	  FOS	  (fructooligosaccharides),	  IMOS	  (isomaltooligosaccharides)	  or	  β-­‐glucans.	  In	  addition,	  
we	  have	  explored	  their	  ability	  to	  synthesize	  other	  bioactive	  compounds.	  
The	   general	   goal	   of	   the	   work	   is	   to	   shed	   light	   into	   the	   intricate	   mechanisms	   of	   protein-­‐
carbohydrate	   recognition	   that	   modulate	   the	   specificity	   of	   glycosidases,	   through	   protein	  
crystallography.	   In	   addition	   to	   the	   fundamental	   implications	   for	   understanding	   the	   processes	   in	  
which	  these	  enzymes	  are	  involved,	  this	  structural	  knowledge	  is	  crucial	  for	  performing	  the	  molecular	  
engineering	  of	  enzymes.	  The	  ultimate	  goal	   is	  to	  produce	  oligosaccharides	  with	  prebiotic	  properties,	  
specifically	   designed	   to	   manipulate	   the	   individual's	   intestinal	   microbiota,	   opening	   the	   door	   to	  
personalized	  preventive	  medicine.	  
The	   first	   enzymes	   studied	   are	   the	   invertase	   from	  Saccharomyces	   cerevisiae	   (ScInv)	   and	   the	  β-­‐
fructofuranosidase	   from	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (XdInv),	   both	   belonging	   to	   the	   GH32	  
family.	   These	   enzymes	   are	   bimodular	   and	   are	   formed	   by	   a	   catalytic	   β-­‐propeller	   domain	   and	   an	  
adjacent	  β-­‐sandwich	  domain.	  Our	  crystallographic	  studies	  have	  revealed	  that	  the	  β-­‐sandwich	  domain	  
is	  responsible	  for	  oligomerization	  and	  that	  this	  molecular	  assembly	  regulates	  the	  substrate	  specificity	  
of	  yeast	  GH32	  enzymes.	  While	  ScInv	  is	  an	  octamer	  that	  restricts	  access	  to	  long	  substrates,	  explaining	  
its	   essentially	   invertase	   activity,	   XdInv	   presents	   a	   different	   dimer	   organization	   than	   previously	  
described	   in	   the	   family.	   This	   distinct	   dimeric	   assembly	   could	   allow	   the	   degradation	   of	   branched	  
mixed	  fructans,	  which	  might	  be	  related	  to	  its	  biological	  function	  in	  the	  natural	  habitat	  of	  the	  yeast.	  
ScInv	  and	  XdInv	  are	  able	  to	  generate	  oligosaccharides	  of	  type	  β(2-­‐6)-­‐FOS,	  with	  higher	  prebiotic	  
capacities	  than	  the	  commercialized	  β(2-­‐1)-­‐FOS.	  Thus,	  ScInv	  produces	  6-­‐kestose	  and	  XdInv	  synthesizes	  
neokestose.	   A	   detailed	   study	   of	   the	   XdInv	   active	   site,	   by	   analysis	   of	   complexes	   with	   various	  
substrates,	   showed	   the	  molecular	   basis	   of	   its	   broad	   specificity	   and	   revealed	   the	   existence	   of	   two	  
possible	   alternative	   binding	   sites,	   depending	   on	   the	   type	   of	   substrate.	   Based	   on	   these	   results,	  we	  
explored	  the	  possibility	  of	  using	  other	  oligosaccharides	  as	  acceptor	  substrates.	  Thus,	  we	  found	  that	  
the	   enzyme	   is	   capable	   of	   fructosylating	   maltooligosaccharides	   and	   produces	   hetero-­‐FOS	   with	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potential	  prebiotic	   capacities.	   Likewise,	  we	  have	   investigated	   the	  possibility	  of	   fructosylating	  other	  
non-­‐sugars	  organic	  compounds	  as	  antioxidants,	  to	  generate	  new	  bioactive	  compounds	  of	  interest.	  	  
Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   α-­‐glucosidase	   (Xd-­‐αGlu)	   is	   an	   enzyme	   producing	   medium-­‐
length	   α(1-­‐6)-­‐IMOS,	   which	   posses	   improved	   functional	   and	   prebiotic	   properties.	   The	   structural	  
model,	   generated	  by	   sequence	  homology,	   reveals	   that	   it	   presents	   a	   typical	   topology	  of	   eukaryotic	  
GH31	  enzymes.	  However,	   it	  has	   two	  novel	   structural	   features:	  an	   insert	   in	   the	  N-­‐terminal	  domain,	  
and	  an	  unusually	  long	  Insert	  2	  in	  the	  catalytic	  domain.	  These	  two	  new	  properties	  may	  be	  responsible	  
for	  its	  preference	  for	  long	  substrates.	  
Finally,	  we	   studied	   a	   β-­‐glycosidase	   isolated	   from	   the	   bovine	   rumen	  metagenome	   (GlyA1).	   The	  
GlyA1	   structure	  exhibits	   a	  domain	  permutation,	  but	   retains	   the	   general	   architecture	  of	   the	  GH3	  β-­‐
glucosidases.	  We	  have	  shown	  that	  this	  new	  topology	  is	  associated	  with	  microorganisms	  that	  inhabit	  
the	  digestive	  tract	  and	  that	  depend	  on	  a	  plant	  biopolymer	  rich	  diet.	  In	  addition,	  GlyA1	  has	  an	  extra	  C-­‐
terminal	  domain	  not	  previously	  described.	  Small-­‐angle	  X-­‐ray	  scattering	  (SAXS)	  data	  shows	  a	  compact	  
overall	   structure	  where	   the	   C-­‐terminal	   extra	   domain	   is	   positioned	   over	   the	   structural	   core	   of	   the	  
enzyme.	  
GlyA1	  is	  a	  broad	  specificity	  β-­‐glucosidase/β-­‐xylosidase,	  which	  also	  has	  other	  associated	  activities.	  
This	  enzyme	  can	  degrade	  oligosaccharides	  with	  different	  type	  of	  binding	  and	  polymerization	  degree,	  
being	  more	  active	  with	  medium-­‐sized	  substrates.	  These	  characteristics	  make	  GlyA1	  a	  good	  candidate	  
for	   several	   biotechnological	   applications.	   Specifically,	   its	   retention	   mechanism	   and	   its	   broad	  
specificity	  suggest	  that	  it	  may	  be	  used	  to	  obtain	  different	  prebiotics	  and	  other	  biologically	  interesting	  
oligosaccharides.	  
In	  conclusion,	  protein	  crystallography	  is	  a	  powerful	  tool	  to	  determine	  in	  detail	  the	  mechanism	  of	  
action	   of	   enzymes.	   This	   thesis	   presents	   the	   structural	   study	   of	   three	   glycosyl	   hydrolase	   enzymes	  
(ScInv,	  XdInv	  and	  GlyA1)	  and	  their	  complexes,	   in	  addition	   to	  a	  computational	  model	  of	  another	  GH	  
(Xd-­‐αGlu).	   Our	   results	   have	   allowed	   us	   to	   delve	   into	   the	   sophisticated	  molecular	  mechanism	   that	  
presents	   each	   enzyme	   to	   specifically	   recognize	   the	   substrate.	   In	   turn,	   this	   knowledge	   allows	   the	  
rational	   design	   of	   enzymes	   with	   improved	   synthetic	   abilities,	   directed	   to	   the	   production	   of	  
carbohydrates	  with	   prebiotic	   capacities	   or	   other	   novel	   glycoconjugate	  of	   increasing	   interest	   in	   the	  
food	  and	  pharmaceutical	  industries.	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1.	  INTRODUCCIÓN	  
	  
1.1)	  EL	  PAPEL	  DE	  LA	  ALIMENTACIÓN	  EN	  LA	  SALUD	  
Las	   culturas	   occidentales	   viven	   en	   una	   paradoja:	   a	   pesar	   de	   la	   sobrealimentación	   de	   sus	  
individuos,	   la	   dieta	   que	   adoptan	   no	   les	   aporta	   los	   nutrientes	   necesarios	   para	   la	   homeostasis	   y	  
necesitan	  del	  aporte	  extra	  de	  ciertos	  alimentos	  para	  el	  desarrollo	  equilibrado	  del	  organismo.	  
Antes	  del	  desarrollo	  de	  la	  agricultura	  y	  la	  ganadería,	  la	  dieta	  de	  los	  homínidos	  estaba	  limitada	  a	  
las	   plantas	   salvajes	   y	   a	   los	   animales	   que	   cazaban.	   Una	   vez	   que	   consiguieron	   domesticar	   a	   los	  
animales	   y	   sembrar	   los	   cultivos,	   desarrollaron	   el	   procesado	   de	   los	   alimentos,	   como	   el	   queso,	   que	  
aseguraban	   la	   presencia	   de	   nutrientes	   en	   la	   dieta	   a	   largo	   plazo.	   Este	   procedimiento	   se	   hizo	   más	  
habitual	   a	   partir	   de	   la	   revolución	   industrial,	   donde	   los	   alimentos	   comenzaron	   a	   ser	   procesados	   y	  
sanitarizados	  de	  forma	  exhaustiva,	  hasta	  derivar	  en	  el	  consumo	  vigente1:	  productos	  de	  manufactura	  
rápida	  y	  barata,	  pero	  con	  valores	  nutricionales	  bajos.	  Este	  tipo	  de	  alimentación	  moderna	  ha	  alterado	  
la	  cantidad	  y	  la	  clase	  de	  carbohidratos,	  lípidos	  y	  proteínas	  que	  se	  ingieren	  diariamente,	  y	  con	  ello,	  el	  
aporte	  de	  nutrientes	  esenciales	  y	  beneficiosos	  para	  la	  salud	  del	  individuo.	  
Concretamente,	   la	   dieta	   occidental	   actual	   se	   caracteriza	   por	   un	   elevado	   consumo	   de	   carnes	  
rojas,	  azúcares	  refinados	  y	  grasas	  saturadas,	  y	  una	  baja	  presencia	  de	  fibra,	  necesaria	  para	  el	  normal	  
tránsito	   gastrointestinal.	   Este	   tipo	   de	   alimentación	   está	   relacionada	   con	   la	   obesidad,	   las	  
enfermedades	  cardiovasculares,	  la	  hipertensión,	  la	  diabetes	  y	  el	  riesgo	  de	  padecer	  cáncer	  de	  colon.	  
Estas	  enfermedades	  son	  una	  epidemia	  en	   las	  sociedades	   industrializadas	  actuales,	  afectando	  al	  50-­‐
65%	   de	   la	   población,	   mientras	   que	   son	   poco	   habituales	   o	   inexistentes	   en	   los	   colectivos	   no	  
occidentalizados,	  como	  los	  habitantes	  de	  zonas	  rurales	  y	  agrícolas2.	  De	  ahí	  que	  a	  estas	  patologías	  se	  
las	   conozcan	   como	   “enfermedades	   occidentales"1.	   Como	   los	   cambios	   en	   el	   genotipo	   humano	   no	  
pueden	  explicar	  el	   rápido	   incremento	  de	  estas	  patologías,	   la	  pérdida	  de	   los	   factores	  de	  protección	  
y/o	  la	  aparición	  de	  nuevos	  factores	  de	  riesgo	  deben	  contribuir	  al	  aumento	  de	  la	  prevalencia	  de	  estas	  
enfermedades3.	  
Desde	   hace	   varios	   años,	   se	   ha	   puesto	   la	   atención	   en	   las	   bacterias	   que	   colonizan	   nuestro	  
intestino.	  La	  microbiota	  intestinal	  es,	  cuantitativamente,	  la	  fuente	  más	  importante	  de	  microbios	  en	  el	  
cuerpo	   humano	   y	   su	   presencia	   celular	   es	   mayor	   al	   conjunto	   de	   células	   humanas.	   Por	   tanto,	   los	  
cambios	   que	   se	   producen	   sobre	   ella	   deben	   tener	   repercusiones	   en	   el	   equilibrio	   y	   salud	   de	   los	  
individuos.	   Así,	   se	   ha	   propuesto	   la	   teoría	   sobre	   “la	   afluencia	   de	   síndromes	   por	   privación	   de	  
microorganismos”4.	  La	  variedad	  y	  número	  de	  bacterias	  que	  pueblan	  nuestro	  intestino	  se	  ha	  reducido	  
con	  el	  paso	  de	  los	  siglos,	  y	  esta	  disminución	  se	  ve	  reflejada	  en	  una	  menor	  funcionalidad	  y	  protección	  
del	  hospedador.	  Este	  empobrecimiento	  es	  debido	  a	  factores	  como	  el	  uso	  de	  antibióticos	  o	  la	  dieta3.	  
Varios	   autores	   apoyan	   la	   idea	   de	   que	   incluso	   aquellos	   individuos	   que	   se	   consideran	   “sanos	   y	  
saludables”,	   en	   realidad	   presentan	   una	   microbiota	   disfuncional	   y	   que	   podría	   predisponerlos	   a	  
enfermedades.	   Por	   ello,	   encuentran	   necesario	   reconducir	   la	   microbiota	   a	   estados	   anteriores	   a	   la	  
revolución	   industrial5,	   para	   lo	   cual	   es	   necesario	   el	   tratamiento	   mediante	   una	   dieta	   rica	   en	   fibra	  
dietética	  y	  prebióticos,	  de	  los	  que	  se	  hablará	  en	  el	  apartado	  1.3.	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1.2)	  LA	  MICROBIOTA	  INTESTINAL	  
El	   término	  microbiota	   hace	   referencia	   a	   “la	   comunidad	   de	  microorganismos	   residentes	   en	   un	  
nicho	  ecológico	  determinado”6.	  Además	  de	  contribuir	  a	  la	  digestión	  de	  los	  alimentos,	  principalmente	  
carbohidratos,	   la	   microbiota	   intestinal	   complementa	   la	   nutrición	   del	   individuo	   mediante	   la	  
producción	  de	  vitaminas7.	  También	  juega	  un	  papel	  importante	  en	  la	  regulación	  del	  metabolismo	  del	  
hospedador,	  contribuyendo	  al	  desarrollo	  del	  sistema	  inmune	  así	  como	  en	  el	  desarrollo	  y	  maduración	  
de	   la	  mucosa	   intestinal.	   Asimismo,	   la	  microbiota	   protege	   frente	   a	   la	   invasión	   de	  microorganismos	  
patógenos8.	  
La	  población	  bacteriana	  en	  el	   tracto	  gastrointestinal	  difiere	  de	  sección	  en	  sección,	  debido	  a	   la	  
variación	  de	   las	   condiciones	  ambientales	  a	   lo	   largo	  del	   tracto	  digestivo.	   En	   los	   individuos	   sanos,	   el	  
estómago	  y	  el	  duodeno	  están	  poco	  colonizados	  (10-­‐1000	  células/mL),	  debido	  a	  la	  acidez	  extrema	  del	  
entorno.	   La	   población	   bacteriana	   aumenta	   hacia	   la	   parte	   más	   distal	   del	   intestino	   delgado,	  
consolidándose	  en	  el	  colon,	  donde	  alcanza	  una	  concentración	  máxima	  de	  un	  billón	  de	  células/mL9.	  La	  
capa	   de	   mucosa	   fina	   y	   la	   rápida	   circulación	   de	   materia	   en	   el	   intestino	   delgado,	   sólo	   permite	   la	  
degradación	   de	   los	   glicanos	   solubles10.	   Mientras,	   en	   el	   intestino	   grueso,	   el	   ecosistema	   es	   más	  
complejo	  y	  numeroso	  gracias	  al	  pH	  cercano	  a	  la	  neutralidad,	  a	  la	  alta	  disponibilidad	  de	  nutrientes,	  así	  
como	   al	   tránsito	   lento	   de	   los	   mismos11.	   En	   este	   entorno,	   los	   glicanos	   disponibles	   son	   los	   menos	  
solubles,	  y	  la	  microbiota	  intestinal	  coloniza	  la	  fibra	  dietética	  y	  la	  mucosa	  intestinal10.	  
Por	   otra	   parte,	   el	   intestino	   delgado	   presenta	   una	   fluctuación	   diaria	   en	   la	   composición	   de	   su	  
ecología	   microbiana,	   reflejo	   del	   aporte	   cotidiano	   de	   distintos	   componentes3.	   Sin	   embargo,	   la	  
composición	   de	   la	  microbiota	   del	   intestino	   grueso	   parece	  mantenerse	   constante	   a	   lo	   largo	   de	   los	  
años.	   Es	   una	   coalición	   de	   dos	   filos	   mayoritarios,	   que	   se	   distribuyen	   en	   una	   continuidad.	   En	   un	  
extremo,	   se	   encuentran	   predominantemente	   los	  miembros	   Gram-­‐negativos	   del	   filo	   Bacteroidetes,	  
que	   contienen	   los	   géneros	   Bacteroides	   y	   Provotella,	   y	   en	   el	   otro	   extremo,	   se	   localizan	  
preferentemente	   los	   miembros	   del	   filo	   Firmicutes,	   incluyendo	   el	   género	   Lactobacillus	   spp.	   El	  
siguiente	   filo	   más	   abundante	   son	   las	   Actinobacterias,	   principalmente	   compuesto	   por	   el	   género	  
Bifidobacterium	   spp12.	   También	   están	   presentes,	   aunque	   en	   menor	   proporción,	   los	   filos	  
Proteobacteria	   (que	   incluye	   Escherichia	   coli)	   y	   Verrucomicrobia	   (que	   incluye	   Akkermansia	  
muciniphila,	  productor	  de	  butirato)13.	  
Desde	  los	  estudios	  de	  Tissier	  H.	  en	  1900,	  se	  acepta	  que	  el	  feto	  es	  estéril	  in	  utero,	  y	  que	  los	  bebés	  
nacen	   sin	  microbiota.	   Sin	   embargo,	   este	   sistema	   ecológico	   tan	   importante	   para	   los	  mamíferos	   se	  
adquiere	   rápidamente	   tras	   el	   parto8.	   La	   microbiota	   materna	   forma	   el	   primer	   inóculo	   y,	   tras	   el	  
nacimiento,	  la	  diversidad	  bacteriana	  aumenta	  hasta	  llegar	  a	  una	  microbiota	  “adulta”,	  en	  términos	  de	  
composición	  y	  diversidad,	  que	  converge	  a	  los	  3-­‐5	  años	  de	  vida3.	  Una	  vez	  establecida	  la	  “madurez”	  de	  
la	  microbiota,	  su	  composición	  se	  mantiene	  relativamente	  estable	  a	  lo	  largo	  de	  la	  vida	  del	  individuo,	  si	  
bien	   puede	   resultar	   alterada	   por	   procesos	   infecciosos,	   el	   uso	   de	   antibióticos,	   el	   estilo	   de	   vida,	  
algunas	  cirugías	  y	  el	  tipo	  de	  dieta	  a	  largo	  plazo2.	  
Recientemente,	  se	  ha	  descubierto	  que	  un	  tercio	  de	  la	  microbiota	  es	  heredada,	  mientras	  que	  los	  
otros	   dos	   tercios	   son	   consecuencia	   de	   los	   hábitos	   alimentarios,	   la	   higiene,	   el	   tratamiento	   con	  
antibióticos	   y	   la	   genética	   humana14.	   Por	   ello,	   estos	   primeros	   años	   son	   un	   periodo	   crítico	   a	   nivel	  
nutricional,	  y	  alteraciones	  durante	  esta	  etapa	  pueden	  derivar	  en	  profundos	  déficits	  para	  la	  salud	  y	  el	  
desarrollo	  del	  ser	  humano,	  así	  como	  en	  la	  aparición	  de	  distintas	  enfermedades	  en	  los	  siguientes	  años	  
de	  vida.	  
La	   microbiota	   intestinal	   ejerce	   una	   gran	   interacción	   con	   el	   individuo,	   a	   través	   de	   su	   epitelio	  
intestinal.	   La	  mucosa	   intestinal	  actúa	  de	  barrera	   física	  contra	   las	  bacterias	   invasoras,	  pero	   también	  
sirve	  de	  anclaje	  a	  las	  bacterias	  que	  viven	  en	  simbiosis	  en	  este	  hábitat.	  Aquellos	  microorganismos	  que	  
son	   capaces	  de	  usar	   los	   glicósidos	  del	  mucus	   como	   fuente	  de	   carbono,	   se	   sitúan	  más	   cerca	  de	   las	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células	   del	   hospedador.	   Como	   consecuencia,	   durante	   estados	   de	   disbiosis,	   estos	  microorganismos	  
ejercen	   una	   degradación	   desproporcionada	   de	   los	   glicanos	   endógenos	   humanos,	   causando	  
problemas	   gástricos10.	   La	   disbiosis	   (o	   disbacteriosis),	   es	   un	   inadecuado	   cambio	   de	   la	   microbiota	  
bacteriana	   del	   organismo	   humano,	   tanto	   en	   composición	   como	   en	   actividad,	   debido	   a	   una	  
enfermedad	  y/o	  alteración	  de	   las	   condiciones	  del	  hospedador2,	   como	  puede	  ocurrir	   tras	  el	   uso	  de	  
antibióticos,	   cambios	   en	   la	   dieta	   u	   otros	   factores.	   Si	   esta	   situación	   de	   disbiosis	   se	  mantiene	   en	   el	  
tiempo,	   se	   incrementa	   el	   número	   de	  microorganismo	   patógenos,	   provocando	   un	   aumento	   de	   los	  
procesos	   inflamatorios	   y	   la	   respuesta	   inmune,	   pudiendo	   llegar	   a	   invadir	   el	   epitelio	   intestinal.	  
Además,	  tan	  importante	  es	  la	  influencia	  de	  la	  alimentación	  en	  la	  salud,	  y	  tan	  desajustada	  es	  la	  dieta	  
moderna	  de	  las	  necesidades	  nutricionales	  reales	  del	  individuo	  que	  algunos	  autores	  han	  sugerido	  que	  
la	  microbiota	  de	  los	  individuos	  occidentales	  en	  realidad	  es	  disbiótica	  y	  predispone	  al	  individuo	  a	  una	  
serie	  de	  enfermedades	  relacionadas	  con	  la	  inflamación	  y	  la	  respuesta	  inmune,	  pudiendo	  contribuir	  a	  
la	  obesidad	  y	  a	  otros	  desordenes	  metabólicos,	  como	  la	  diabetes	  tipo	  II2,	  5	  (figura	  1.1).	  
	  
Figura	  1.1.	  Comparación	  del	  papel	  de	  la	  microbiota	  intestinal	  en	  (A)	  un	  entorno	  fisiológico	  sano	  o	  en	  
(B)	  condiciones	  alteradas	  que	  causan	  una	  disbiosis	  de	   la	  microbiota	  y	  una	  desprotección	  del	  epitelio	  
intestinal.	  Modificada	  de	  15.	  
En	   2014,	   Knoghts	   D.	   y	   colaboradores16	   confirmaron	   que	   los	   cambios	   ambientales,	   como	   un	  
cambio	  en	  la	  dieta,	  afectan	  a	   la	  composición	  de	  la	  microbiota	  y,	  por	  ende,	  a	  sus	  funciones	  sobre	  el	  
individuo.	   Paralelamente,	   Le	   Chatelier	   E.	   y	   colaboradores17	   vieron	   que	   la	   riqueza	   genética	   del	  
microbioma	   estaba	   fuertemente	   relacionada	   con	   los	   niveles	   de	   inflamación,	   con	   el	   metabolismo	  
lipídico	  y	   con	   las	   respuestas	  a	   las	   variaciones	  de	   la	  dieta.	  Así,	   crearon	  dos	   conjuntos:	  el	   grupo	  con	  
bajo	   recuento	  de	   genes	   (LGC,	  Low	  Gene	  Count)	   y	   el	   grupo	   con	  alto	   recuento	  de	   genes	   (HGC,	  High	  
Gene	   Count).	   Aquellos	   individuos	   LGC	   presentaban	   mayores	   niveles	   de	   inflamación	   y	   peores	  
respuestas	   en	   la	   adaptación	   de	   la	   dieta.	   En	   consecuencia,	   un	   simple	   test	   molecular	   basado	   en	   el	  
genoma	  de	  nuestra	  microbiota	   intestinal	  podría	  servir	  de	  diagnóstico	  sobre	  el	   riesgo	  de	  desarrollar	  
ciertas	   enfermedades.	   Es	  más,	   la	   riqueza	   genética	   de	   la	  microbiota	   intestinal	   del	   individuo	   puede	  
servir	  para	  predecir	  el	  potencial	  de	  una	  intervención	  en	  su	  dieta,	  e	  incluso	  seleccionar	  la	  composición	  
de	  la	  dieta	  más	  adecuada	  para	  cada	  persona4.	  
Por	   ello,	   resulta	   necesario	   un	   cambio	   radical	   que	   asuma	   la	   microbiota	   como	   un	   elemento	  
esencial	  para	  la	  salud	  humana,	  empezando	  por	  realizar	  una	  modificación	  de	  los	  hábitos	  alimentarios	  
de	  la	  población	  occidental.	  Sin	  embargo,	  esta	  medida	  puede	  no	  ser	  suficiente	  y	  actualmente	  se	  está	  
poniendo	   la	   atención	   en	   el	   desarrollo	   de	   nuevos	   productos	   que	   ayuden	   a	   paliar	   este	   déficit	  
microbiano.	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1.3)	  LOS	  ALIMENTOS	  FUNCIONALES	  O	  NUTRACÉUTICOS	  
El	   término	  alimento	   funcional	  se	  utiliza	  para	  referirse	  a	  un	  alimento	  que	  tiene	  un	  demostrado	  
efecto	   beneficioso	   sobre	   la	   salud,	   mejorando	   aspectos	   fisiológicos o	   reduciendo	   el	   riesgo	   de	  
enfermedad	  crónica,	  más	  allá	  de	   la	  simple	  nutrición18.	  Si	  bien	  su	  uso	  es	  principalmente	  preventivo,	  
son	   consumidos	   como	  parte	  habitual	   de	   la	   dieta.	   Por	  otro	   lado,	   los	  nutracéuticos	   son	   compuestos	  
derivados	   de	   alimentos,	   que	   suelen	   ser	   comercializados	   como	   píldoras,	   cápsulas,	   líquidos	   o	  
dosificados,	  y	  presentan	  efectos	  beneficiosos	  para	  la	  salud19.	  
En	   algunos	   países,	   ambos	   conceptos	   son	   intercambiables.	   Estos	   alimentos	   o	   ingredientes	  
incluyen	  los	  ácidos	  grasos	  omega	  3,	   los	  flavonoides	  o	  la	  fibra	  dietética19.	  Dentro	  de	  estos	  alimentos	  
funcionales,	   la	   fibra	  dietética	  y	   los	  prebióticos	  son	   los	  que	  han	  despertado	  un	  mayor	   interés	  en	   los	  
últimos	  años,	  probablemente	  debido	  a	   la	  gran	   incidencia	  de	  patologías	   relacionadas	  con	   la	   función	  
gastrointestinal	  y	  las	  enfermedades	  metabólicas20.	  
	  
1.3.1)	  LA	  FIBRA	  DIETÉTICA	  
En	   1953,	   Hipsley	   B.	   R.	   acuño	   el	   término	   fibra	   dietética	   para	   referirse	   a	   los	   constituyentes	   no	  
digeribles	   que	   componen	   la	   pared	   celular	   vegetal21.	   Todavía	   se	   está	   debatiendo	   la	   definición	   y	  
especificación	  de	  la	  fibra	  dietética,	  pero	  de	  acuerdo	  con	  la	  Comisión	  CODEX	  Alimentarius,	  al	  igual	  que	  
pasa	   con	   las	   vitaminas,	   la	   fibra	   alimentaria	   está	   compuesta	   por	   distintos	   tipos	   de	   moléculas	   que	  
varían	  en	  su	  estructura	  y	  su	  función,	  así	  como	  en	  la	  cantidad	  mínima	  necesaria	  para	  un	  papel	  óptimo	  
en	   la	   salud	   del	   individuo.	   En	   su	   última	   reunión	   en	   2014,	   dentro	   de	   la	   fibra	   dietética	   se	   incluyen	  
“aquellos	  polímeros	  de	  carbohidratos	  de	  tres	  o	  más	  unidades	  monoméricas,	  que	  no	  son	  digeridos	  ni	  
absorbidos	   en	   el	   intestino	   delgado	   humano,	   pero	   que	   pueden	   ser	   fermentados	   en	   el	   intestino	  
grueso”.	   Este	   término	   incluye	   lignina	   y	   componentes	   asociados	   con	   la	   fibra	   dietética,	   como	   los	  
prebióticos22.	  
La	   fibra	   dietética	   está	   compuesta	   por	   una	   mezcla	   de	   polisacáridos	   que	   componen	   la	   pared	  
celular	  vegetal	  y	  es	  un	  constituyente	  normal	  de	  la	  mayoría	  de	  los	  alimentos	  derivados	  de	  plantas23.	  
En	  la	  figura	  1.2	  se	  representa	  la	  estructura	  y	  composición	  de	  la	  pared	  celular	  primaria	  de	  las	  plantas.	  	  
	  
Figura	  1.2.	  Composición	  de	   la	  pared	  primaria	  vegetal.	   Las	  microfibrillas	  de	  celulosa	   forman	   la	  matriz	  
sobre	  la	  que	  se	  establecen	  otros	  polisacáridos	  como	  hemicelulosas	  y	  pectinas.	  En	  este	  entramado	  de	  
carbohidratos	  también	  se	  encuentran	  presentes	  proteínas	  solubles.	  Todos	  estos	  elementos	  configuran	  
y	  estructuran	  la	  robusta	  pared	  vegetal.	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El	   componente	  mayoritario	   de	   las	   paredes	   vegetales	   es	   la	   celulosa,	   un	   polímero	   de	   glucosas	  
unidas	   por	   enlace	   β(1-­‐4).	   La	   mayor	   parte	   de	   la	   celulosa	   es	   resistente	   a	   la	   fermentación	   por	   la	  
microbiota	   intestinal	   debido	   a	   su	   estructura	   molecular	   (microfibrillas)	   y	   su	   asociación	   con	   otras	  
sustancias	  como	  la	  pectina	  o	  la	  hemicelulosa,	  así	  como	  a	  algunas	  proteínas,	  lo	  que	  limita	  aún	  más	  su	  
capacidad	  para	  ser	  digerida	  en	  el	  colon21.	  
La	  hemicelulosa	  se	  encuentra	  en	  la	  pared	  vegetal	  de	  plantas	  superiores.	  Este	  componente	  de	  la	  
fibra	  dietética	   incluye	  xiloglucanos,	   arabinoxilanos,	   fucomananos,	   galactomananos	  y	  β-­‐glucanos.	   La	  
característica	   común	  de	   todos	  estos	   compuestos	   es	   el	   enlace	  β(1-­‐4)	   de	   su	  esqueleto,	   y	   la	  mayoría	  
presenta	   ramificaciones	   (simples	   o	   complejas).	   Como	   excepción,	   los	   β-­‐glucanos	   son	   polímeros	  
lineales	  que	  también	  pueden	  tener	  enlaces	  β(1-­‐3)24.	  
La	  fibra	  dietética	  se	  puede	  dividir	  en	  fibra	  soluble	  y	  fibra	  insoluble.	  La	  parte	  soluble	  se	  disuelve	  
en	   agua	   y,	   aunque	   elude	   la	   digestión	   en	   el	   intestino	   delgado,	   es	   fácilmente	   fermentada	   por	   la	  
microbiota	   en	   el	   intestino	   grueso.	   Está	   formada	   por	   pectinas,	   gomas,	   fructanos	   y	   algunas	  
hemicelulosas,	   como	   los	   β-­‐glucanos.	   Por	   otra	   parte,	   la	   fibra	   insoluble	   no	   se	   disuelve	   en	   agua,	   su	  
fermentación	   es	   más	   limitada,	   y	   se	   compone,	   fundamentalmente,	   de	   fragmentos	   de	   las	   paredes	  
celulares	   que	   contienen	   celulosa,	   lignina	   y	   hemicelulosas	   más	   complejas24.	   Así,	   mientras	   que	   una	  
parte	  de	   la	   fibra	   sufre	  hidrólisis	   y	   fermentación	  en	  el	   colon,	  otra	  parte,	   también	  denominada	   fibra	  
bruta,	  permanece	  inalterada	  y	  es	  de	  gran	  importancia	  como	  inductora	  del	  peristaltismo	  intestinal21.	  
La	  mayoría	  de	  las	  fibras	  contienen	  aproximadamente	  un	  tercio	  de	  fibra	  soluble	  y	  dos	  tercios	  de	  fibra	  
insoluble9.	  
En	   general,	   los	   procesos	   de	   extracción	   de	   fibra	   parten	   de	   subproductos	   de	   otras	   operaciones	  
alimentarias.	  La	  fibra	  puede	  ser	  extraída	  en	  conjunto,	  dividida	  en	  soluble	  e	  insoluble,	  o	  separando	  sus	  
constituyentes	   individuales,	   y	   dependiendo	  del	   tipo	   de	   fibra	   que	   se	   quiera	   obtener,	   el	   proceso	   de	  
extracción	   es	   distinto.	   La	   técnica	  más	   tradicional	   implica	   una	   desintegración	   física	   de	   las	   distintas	  
fuentes	   de	   fibra	   (molido	   y	   extrusión).	   También	   se	   puede	   usar	   la	   extracción	   química,	   que	   implica	  
tratamientos	   con	   peróxido	   de	   hidrógeno	   o	   con	   carbonato	   de	   sodio,	   entre	   otros	   compuestos.	   Los	  
tratamientos	  enzimáticos	  conducen	  a	  incrementos	  en	  el	  contenido	  de	  la	  fibra	  soluble.	  Además,	  este	  
tipo	  de	  fibra	  tiene	  una	  textura	  más	  suave,	  lo	  cual	  facilita	  su	  uso	  en	  la	  formulación	  de	  productos23.	  Por	  
tanto,	  para	  obtener	  mejores	  características	  y	  obtener	  una	   fibra	  dietética	  más	  efectiva	  es	  necesario	  
estudiar	  nuevas	  enzimas	  capaces	  de	  modificar	  los	  componentes	  de	  la	  pared	  celular	  de	  las	  plantas.	  El	  
uso	   combinado	   de	   las	   β-­‐glucosidasas	   y	   las	   β-­‐xilosidasas	   podría	   producir	   una	   fibra	   dietética	   más	  
soluble	  y	  con	  mejores	  prestaciones.	  
	  
1.3.2)	  LOS	  PREBIÓTICOS	  
En	  general,	   la	  fibra	  dietética	  son	  carbohidratos	  que	  en	  el	  colon	  sirven	  como	  substrato	  para	   los	  
microorganismos	   que	   lo	   habitan,	   originando	   substratos	   metabólicos	   y	   micronutrientes	   esenciales	  
para	   el	   hospedador,	   como	   los	   ácidos	   grasos	   de	   cadena	   corta	   (SCFA,	   Short	   Chain	   Fatty	   Acids).	   Los	  
prebióticos	   realizan	   todas	   las	   actividades	  mencionadas	   anteriormente,	   pero	   además,	   estimulan	   el	  
crecimiento	  selectivo	  de	  determinadas	  especies	  beneficiosas	  de	  la	  microbiota	  intestinal25.	  
Los	   primeros	   estudios	   sobre	   prebióticos	   comenzaron	   en	   los	   años	   80,	   cuando	   investigadores	  
japoneses	  demostraron	  en	  cultivos	  in	  vitro	  que	  ciertos	  oligosacáridos	  no	  digeribles	  eran	  fermentados	  
selectivamente	   por	   bifidobacterias	   y	   que,	   además,	   estos	   compuestos	   tenían	   la	   capacidad	   de	  
estimular	  su	  crecimiento26.	  Estos	  resultados	  fueron	  confirmados	  por	  Gibson	  G.	  R.	  y	  Roberfroid	  M.	  en	  
199525	   quienes,	   conjuntamente,	   definieron	  por	  primera	   vez	   el	   término	  prebiótico.	  Actualmente,	   la	  
definición	  más	  utilizada	  es	  la	  concretada	  por	  la	  Asociación	  Científica	  Internacional	  para	  Probióticos	  y	  
Prebióticos	   (ISAPP,	   International	   Scientific	   Association	   for	   Probiotics	   and	   Prebiotics).	   Así,	   se	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reconocen	   como	   prebióticos	   a	   “aquellos	   ingredientes	   alimentarios	   que	   al	   ser	   fermentados	  
selectivamente	   producen	   cambios	   específicos	   en	   la	   composición	   y/o	   actividad	   de	   la	   microbiota	  
gastrointestinal	  confiriendo	  beneficios	  en	  la	  salud	  del	  individuo”27.	  
No	  todos	  los	  carbohidratos	  de	  la	  dieta	  son	  prebióticos.	  Para	  que	  un	  compuesto	  sea	  considerado	  
prebiótico	  debe:	  1)	  ser	  resistente	  a	  la	  acidez	  gástrica,	  a	  la	  hidrólisis	  por	  las	  enzimas	  del	  hospedador	  y	  
a	   la	   absorción	   gastrointestinal,	   2)	   ser	   fermentado	   por	   la	   microbiota	   intestinal,	   3)	   ser	   capaz	   de	  
estimular	   selectivamente	   la	   composición	   y/o	   actividad	   de	   dicha	   microbiota	   intestinal,	   hacia	   un	  
ecosistema	  más	  saludable	  e	  4)	  inducir	  efectos	  fisiológicos	  beneficiosos	  para	  la	  salud	  del	  individuo27.	  
Estos	   carbohidratos	   prebióticos	   pueden	   estar	   presentes	   de	   forma	   natural	   en	   alimentos	   tales	  
como	  la	  leche	  y	  la	  miel,	  así	  como	  en	  hortalizas,	  verduras,	  frutas,	  cereales,	  legumbres	  y	  frutos	  secos,	  
de	  donde	  se	  pueden	  extraer	  mecánicamente	  de	  forma	  semejante	  a	   la	  descrita	  en	  la	  fibra	  dietética.	  
También	   pueden	   obtenerse	   por	   degradación	   de	   polisacáridos,	   utilizando	   métodos	   químicos	   o	  
enzimáticos28.	  Además,	   los	  prebióticos	  se	  pueden	  producir	  mediante	  síntesis	  química	  o	  enzimática.	  
Mediante	   síntesis	   química	   pueden	   obtenerse	   oligosacáridos	   prebióticos	   como	   la	   lactulosa,	   un	  
disacárido	  que	  se	  obtiene	  por	   isomerización	  de	   la	   lactosa	  utilizando	  catalizadores	  básicos11.	  Para	   la	  
síntesis	  enzimática	  se	  utilizan	  diferentes	  tipos	  de	  enzimas,	  dependiendo	  del	  prebiótico	  que	  se	  quiera	  
producir,	  que	  pueden	  proceder	  de	  diferentes	  microorganismos	  (hongos,	  levaduras	  y	  bacterias).	  En	  la	  
figura	  1.3	  se	  resumen	  los	  procesos	  de	  producción	  de	  prebióticos.	  	  
	  
Figura	  1.3.	  Recopilación	  de	  los	  procesos	  utilizados	  para	  producir	  oligosacáridos	  prebióticos	  (señalados	  
en	  verde)	  y	  otros	  carbohidratos	  potencialmente	  prebióticos.	  Adaptado	  de	  11.	  
A	  día	  de	  hoy,	  sólo	  se	  reconocen	  como	  prebióticos	  los	  oligosacáridos	  de	  la	  leche	  humana	  (HMO,	  
Human	  Milk	  Oligosaccharides),	  los	  galactooligosacáridos	  (GOS),	  la	  lactulosa	  y	  los	  fructanos	  (inulina	  y	  
los	   fructooligosacáridos,	   FOS).	   Sin	   embargo,	   existe	   un	   gran	   interés	   por	   comercializar	   nuevos	  
oligosacáridos	   prebióticos	   con	   propiedades	   funcionales	   mejoradas.	   Dentro	   de	   los	   denominados	  
“prebióticos	  emergentes”,	   algunos	  ya	  están	  disponibles	   comercialmente,	  a	  pesar	  de	  no	  contar	   con	  
todos	  los	  resultados	  necesarios	  para	  justificar	  su	  capacidad	  prebiótica.	  Entre	  ellos	  se	  encuentran	  los	  
xilooligosacáridos	  (XOS),	   los	  gentiooligosacáridos	  (GeOS),	   la	  lactosacarosa	  (LS),	   los	  oligosacáridos	  de	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la	   soja	   (rafinosa	   y	   estaquiosa)	   y	   los	   isomaltooligosacáridos	   (IMOS)11.	  Otros	   carbohidratos,	   aún	  más	  
nuevos,	  todavía	  están	  en	  una	  fase	  inicial	  de	  estudio.	  Cabe	  destacar	  los	  β-­‐glucanos,	  ya	  que	  se	  ha	  visto	  
que	  son	  capaces	  de	  estimular	  el	  crecimiento	  de	  bifidobacterias	  en	  el	  colon	  humano21.	  
En	  la	  actualidad,	  los	  prebióticos	  se	  añaden	  como	  ingredientes	  a	  una	  gran	  variedad	  de	  productos	  
distintos	   como	   bebidas,	   lácteos,	   galletas,	   sopas,	   cereales	   y	   patés,	   además	   de	   usarse	   como	  
suplementos	   dietéticos.	   En	   2015,	   el	  mercado	  mundial	   de	   prebióticos	   superó	   los	   3300	  millones	   de	  
dólares,	  y	  se	  calcula	  que	  este	  consumo	  se	  duplicará	  en	  los	  próximos	  10	  años29.	  	  
A	  continuación	  se	  detallarán	  las	  características	  de	  los	  oligosacáridos	  implicados	  en	  este	  estudio.	  
En	  el	  Anexo	  I	  se	  encuentra	  una	  relación	  de	  todos	  los	  carbohidratos	  mencionados	  en	  este	  manuscrito,	  
así	  como	  su	  nombre	  sistemático.	  	  
	  
A)	  INULINA	  Y	  FRUCTOOLIGOSACÁRIDOS	  (FOS)	  
Los	   fructanos	   son	   polímeros	   de	   unidades	   de	   fructosa.	   Si	   el	   polisacárido	   está	   formado	   por	  
fructosas	  unidas	  por	  enlaces	  β(2-­‐1)	   se	  denomina	   inulina,	  mientras	  que	   si	   están	  unidas	  por	  enlaces	  
β(2-­‐6)	   se	   conoce	  como	   levano.	  Por	  último,	  existen	  polisacáridos	  mixtos,	   llamados	  graminanos,	  que	  
contienen	  enlaces	  β(2-­‐1)	  y	  β(2-­‐6)30.	  
Los	   fructooligosacáridos	   (FOS)	   son	   oligosacáridos	   de	   cadena	   corta	   (de	   hasta	   9	   unidades)	  muy	  
solubles	  y	  con	  propiedades	  tecnológicas	  beneficiosas,	  como	  la	  alta	  viscosidad,	  que	  proporciona	  una	  
mejor	  textura	  y	  sensación	  en	  la	  boca.	  Además,	  son	  compuestos	  bajos	  en	  calorías	  y	  no	  cariogénicos31.	  
Asimismo,	  presentan	  una	  alta	  eficiencia	  en	  la	  inhibición	  del	  crecimiento	  de	  ciertos	  microorganismos	  
que	  contaminan	   la	  comida	  durante	  su	  almacenamiento,	  equivalente	  a	   la	  que	  presenta	  el	  sorbitol32.	  
Por	  ello,	  a	  pesar	  de	  su	  menor	  dulzor,	  se	  están	  empezando	  a	  usar	  como	  sustituyente	  de	  la	  sacarosa	  en	  
la	  industria	  alimentaria33.	  
Estos	  oligosacáridos	  se	  pueden	  obtener	  por	  hidrólisis	  de	  los	  fructanos	  o	  por	  transfructosilación	  
enzimática.	  Mediante	   el	   uso	  de	  endo-­‐inulinasas	   y	   endo-­‐levanasas	   se	  produce	  una	  hidrólisis	   parcial	  
del	   polímero	   que	   da	   lugar	   a	   una	   mezcla	   de	   oligofructanos	   que	   pueden	   presentar	   grados	   de	  
polimerización	  de	  2	  a	  7	  unidades,	  con	  un	  promedio	  de	  4.	  Sin	  embargo,	  la	  síntesis	  enzimática	  de	  FOS	  
por	  transfructosilación,	  utilizando	  sacarosa	  como	  substrato,	  da	  lugar	  a	  productos	  más	  homogéneos11.	  
Dependiendo	   del	   tipo	   de	   enlace	   y	   del	   aceptor	   de	   la	   fructosa,	   los	   FOS	   se	   pueden	   clasificar	   en	  
cuatro	  tipos	  (figura	  1.4):	  
• FOS	   tipo	   inulina	   o	   1F-­‐FOS:	   presentan	   enlaces	   β(2-­‐1)	   entre	   las	   fructosas,	   con	   una	   unidad	   de	  
glucosa	  al	  final.	  A	  este	  grupo	  pertenece	  la	  1-­‐kestosa,	  la	  nistosa	  y	  la	  fructosil-­‐nistosa31.	  	  
• FOS	   tipo	   levano	   o	   6F-­‐FOS:	   presentan	   enlaces	   β(2-­‐6)	   entre	   las	   fructosas,	   con	   una	   unidad	   de	  
glucosa	  al	  final.	  A	  este	  grupo	  pertenece	  la	  6-­‐kestosa34.	  	  
• Neo-­‐fructooligosacáridos	  o	  neo-­‐FOS	  (1G-­‐GOS	  y	  6G-­‐FOS):	  se	  producen	  por	   la	   fructosilación	  de	   la	  
unidad	  de	  glucosa	  de	  la	  sacarosa	  o	  la	  1-­‐kestosa,	  por	  enlaces	  β(2-­‐1)	  o	  β(2-­‐6).	  Este	  es	  el	  caso	  de	  la	  
neokestosa	  y	  la	  neonistosa32.	  	  
• Hetero-­‐fructooligosacáridos	   o	   hetero-­‐FOS:	   este	   grupo	   incluye	   aquellos	   fructooligosacáridos	  
formados	   por	   la	   fructosilación	   de	   azúcares	   distintos	   de	   la	   sacarosa.	   La	   fructosilación	   de	   la	  
maltosa	   produce	   maltosilfructósidos	   (MFOS)	   como	   la	   erlosa	   y	   la	   neoerlosa.	   Dentro	   de	   este	  
apartado	  también	  se	  incluyen	  la	  lactosacarosa	  (LS)35.	  	  
Se	   ha	   visto	   que	   los	   FOS	   con	   enlaces	   β(2-­‐6)	   presentan	  mayores	   beneficios	   para	   la	   microbiota	  
intestinal,	  y	  por	  tanto,	  para	   la	  salud	  del	   individuo.	  Así,	  en	  comparación	  con	  los	  FOS	  tipo	  inulina,	   los	  
FOS	   tipo	   levano	   promueven	   un	  mayor	   crecimiento	   de	  Bifidobacterium	   lactis	  e	   inducen	   una	  mayor	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síntesis	  de	  SCFA36.	  Además,	  los	  neo-­‐FOS	  también	  presentan	  un	  mayor	  efecto	  prebiótico	  que	  los	  FOS	  
comercializados	  β(2-­‐1)37.	  	  
	  
	   	  
1F-­‐FOS	   6F-­‐FOS	   Neokestosa	  
Neoerlosa	  
	  	   	  
Figura	  1.4.	  Esquema	  de	  las	  estructuras	  de	  los	  distintos	  tipos	  de	  FOS.	  
Está	  aceptado	  que	  la	  inulina	  y	  los	  FOS	  (1F-­‐FOS,	  6F-­‐FOS	  y	  neo-­‐FOS)	  no	  se	  degradan	  ni	  se	  absorben	  
en	   el	   tracto	   gastrointestinal	   superior,	   de	   tal	   forma	   que	   llegan	   intactos	   al	   colon	   donde	   son	  
metabolizados	   por	   la	   microbiota	   intestinal.	   La	   configuración	   beta	   del	   carbono	   anomérico	   de	   la	  
fructosa	   les	   hace	   resistentes	   a	   la	   hidrólisis	   por	   las	   enzimas	   digestivas	   humanas38-­‐39.	   Además,	  
diferentes	   ensayos	   de	   fermentación	   in	   vitro,	   así	   como	   ensayos	   en	   humanos,	   han	   puesto	   de	  
manifiesto	  que	   la	   inulina	  y	   los	  FOS	   favorecen	  el	  crecimiento	  de	  bifidobacterias	  y	   lactobacilos40.	  Esa	  
especificidad	   de	   las	   bifidobacterias	   por	   los	   FOS	   debe	   producirse	   por	   la	   alta	   producción	   de	   β-­‐
fructofuranosidasas	  de	  estas	  especies25.	  Además,	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  inulina	  y	  los	  FOS	  reducen	  
el	   crecimiento	   de	   potenciales	   patógenos	   como	  E.	   coli,	   Salmonella	   y	   Listeria24,	  37.	   Por	   otro	   lado,	   los	  
MFOS	   y	   el	   resto	   de	   hetero-­‐FOS	   aún	   tienen	   que	   ser	   examinados	   para	   asegurar	   su	   capacidad	  
prebiótica.	  	  
Cabe	   destacar	   que	   la	   asignación	   de	   la	   inulina	   y	   los	   FOS	   como	   ingredientes	   reconocidos	   como	  
seguros	  o	  alimentos	  GRAS	  (Generally	  Recognized	  as	  Safe)	  por	  la	  FDA	  (Food	  and	  Drug	  Administration)	  
en	  EEUU	  y	  como	  FOSHU	  (Foods	  of	  Specified	  Health	  Use)	  en	  Japón,	  ha	  permitido	  que	  actualmente	  se	  
utilicen	  sin	  restricciones	  en	  un	  gran	  número	  de	  alimentos11.	  	  
	  
B)	  ISOMALTOOLIGOSACÁRIDOS	  (IMOS)	  
Los	   isomaltooligosacáridos	   (IMOS)	   son	  carbohidratos	  de	  cadena	  corta	   (de	  2	  a	  9	  unidades)	   con	  
distintos	  tipos	  de	  enlaces	  α	  entre	  glucosas.	  En	  un	  sentido	  estricto,	   los	  IMOS	  son	  glucosacáridos	  con	  
enlaces	   α(1-­‐6),	   como	   la	   isomaltosa.	   Sin	   embargo,	   actualmente	   también	   se	   aceptan	   aquellos	  
glucooligosacáridos	   que	   contienen	   enlaces	   α(1-­‐6)	   y	   α(1-­‐4),	   como	   la	   panosa.	   No	   obstante,	   en	   el	  
término	  IMOS	  se	  extiende	  a	  gran	  cantidad	  de	  glucosacáridos	  distintos.	  A	  continuación	  se	  detallan	  los	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distintos	   tipos	   de	   isomaltooligosacáridos	   y	   la	   denominación	   que	   se	   utilizará	   para	   el	   resto	   del	  
manuscrito41	  (figura	  1.5):	  
• Isomaltooligosacáridos	  (IMOS):	  glucooligosacáridos	  lineales	  con	  enlaces	  α(1-­‐6)	  y	  α(1-­‐4).	  
• Nigerooligosacáridos	   (NOS):	  glucooligosacáridos	   lineales	  con	  enlaces	  α(1-­‐3),	  y	  algunos	  también	  
presentan	  enlaces	  α(1-­‐6).	  
• Kojioligosacáridos	   (KOS):	   glucooligosacáridos	   lineales	   con	   enlaces	   α(1-­‐2),	   y	   algunos	   presentan	  
también	  enlaces	  α(1-­‐6).	  
• Glucooligosacáridos	   (GuOS)	   y	   oligodextranos:	   los	   GuOS	   son	   oligosacáridos	   ramificados	   con	  
enlaces	  α(1-­‐6)	  y	  α(1-­‐4),	  producidos	  por	  las	  dextransacarasas	  a	  partir	  de	  sacarosa.	  Mientras,	   los	  
oligodextranos	   son	   glucooligosacáridos	   lineales	   o	   ramificados	   producidos	   por	   hidrólisis	  
controlada	   de	   los	   dextranos.	   Principalmente	   contienen	   enlaces	   α(1-­‐6)	   y	   α(1-­‐4),	   pero	   también	  
pueden	  contener	  enlaces	  α(1-­‐2)	  o	  α(1-­‐3).	  
• Hetero-­‐isomaltooligosacáridos	   o	   hetero-­‐IMOS.	   Son	   glucosas	   unidas	   a	   otros	   monómeros	   o	  
compuestos	   mediante	   un	   enlace	   α(1-­‐6).	   La	   isomaltulosa,	   comercialmente	   conocida	   como	  
Palatinosa™,	  es	  un	  disacárido	  formado	  por	  una	  glucosa	  unida	  a	  una	  fructosa	  mediante	  un	  enlace	  
α(1-­‐6).	   Los	   IMOS-­‐alditoles	   son	   hetero-­‐IMOS	   producidos	   por	   dextransacarasas	   que	   glucosilan	  
alditoles	  como	  manitol	  y	  sorbitol.	  
	   	   	  
IMOS	   NOS	   KOS	  
Figura	  1.5.	  Esquema	  de	  las	  estructuras	  de	  distintos	  tipos	  de	  isomaltooligosacáridos.	  
Los	   IMOS	   son	  oligosacáridos	   funcionales	  bien	   conocidos	  en	  Asia,	   y	   emergentes	  prebióticos	  en	  
Europa	  y	  América.	  Se	  encuentran	  de	  forma	  natural	  en	  varios	  alimentos	  fermentados	  como	  el	  miso,	  el	  
sake	  y	  la	  salsa	  de	  soja,	  aunque	  también	  en	  alimentos	  no	  procesados	  como	  la	  miel.	  Sin	  embargo,	  su	  
extracción	  no	   resulta	   económica41,	   por	   ello	   es	   necesario	   buscar	   nuevos	   procesos	   enzimáticos	   para	  
producir	   IMOS	   de	   forma	   eficiente.	   A	   día	   de	   hoy,	   existen	   varias	   estrategias.	   La	   principal	   fuente	   de	  
producción	   de	   IMOS	   es	   el	   almidón,	   un	   polisacárido	   de	   almacenamiento	   en	   las	   plantas10.	   A	   nivel	  
industrial,	  se	  generan	  mediante	  la	  acción	  de	  α-­‐transglucosidasas	  o	  glicosil	  transfrerasas	  (EC	  2.4.1.24)	  
de	  Aspergillus	  sp.	  sobre	  hidrolizados	  de	  almidón	  (maltosa	  y	  maltodextrinas).	  Debido	  a	   la	  naturaleza	  
del	  substrato	  y	  al	  proceso	  de	  transglucosilación,	  estos	  siropes	  de	  IMOS	  presentan	  gran	  variedad	  de	  
compuestos	   con	   distinto	   grado	   de	   polimerización,	   algunos	   de	   ellos	   sin	   capacidad	   prebiótica	   y	   que	  
deben	  ser	  eliminados41.	  
Por	  otro	  lado,	  se	  pueden	  usar	  las	  glicosil	  hidrolasas	  para	  sintetizar	  IMOS	  a	  partir	  de	  almidón,	  en	  
un	   proceso	   que	   consta	   de	   dos	   etapas.	   En	   la	   primera	   etapa,	   las	   enzimas	   α-­‐amilasa	   (EC	   3.2.1.3)	   y	  
pululanasa	   (EC	   2.4.1.5)	   generan	   α(1-­‐4)-­‐maltooligosacáridos.	   Posteriormente,	   las	   α-­‐glucosidasas	   (EC	  
3.2.1.20)	   realizan	   una	   transglucosilación,	   generando	   mayoritariamente	   α(1-­‐6)-­‐
isomaltooligosacáridos,	  aunque	  dependiendo	  de	  la	  α-­‐glucosidasa	  utilizada	  también	  puede	  presentar	  
enlaces	   α(1-­‐2)	   o	   α(1-­‐3).	   Esta	   síntesis	   genera	   productos	   con	  menos	   compuestos	   secundarios	   y,	   por	  
tanto,	   más	   fáciles	   de	   purificar25.	   Por	   otra	   parte,	   los	   hetero-­‐IMOS	   pueden	   generarse	   por	  
transglucosilación,	  mediante	  el	  uso	  de	  las	  α-­‐transglucosidasas	  o	  de	  las	  α-­‐glucosidasas.	  Su	  producción	  
está	  actualmente	  en	  estudio	  y	  desarrollo,	  así	  como	  sus	  capacidades	  prebióticas	  efectivas.	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Dentro	   de	   las	   características	   de	   los	   IMOS	   como	   prebióticos,	   es	   importante	   estudiar	   su	  
digestibilidad	   y	   su	   capacidad	   prebiótica.	   Se	   ha	   visto	   que	   los	   IMOS	   sufren	   hidrólisis	   parcial	   por	   las	  
isomaltasas	  en	  el	  yeyuno	  humano	  (parte	  del	   intestino	  delgado),	  aunque	  quedan	  oligosacáridos	  que	  
son	   fermentados	   por	   la	  microbiota	   intestinal25.	   Se	   ha	   comprobado	  que	   IMOS	   con	  mayor	   grado	  de	  
polimerización	  son	  menos	  digeribles	  y	  que	  los	  oligómeros	  ramificados	  son	  resistentes	  a	  las	  enzimas	  
gastrointestinales41.	  
Los	   IMOS,	   los	   KOS,	   los	   NOS,	   los	   GuOs	   y	   la	   isomaltulosa	   han	   demostrado	   su	   capacidad	  
bifidogénica	   en	   varios	   estudios,	   tanto	   in	   vitro	   como	   in	   vivo,	   en	   animales	   y/o	   en	   humanos.	   No	  
obstante,	  la	  capacidad	  prebiótica	  del	  resto	  de	  compuestos	  (oligodextrano	  y	  otros	  hetero-­‐IMOS)	  aún	  
no	  ha	  sido	  probada41-­‐42.	  Además,	  se	  ha	  visto	  que	  existe	  relación	  entre	  el	  tipo	  de	  enlace	  y	  la	  capacidad	  
prebiótica:	  α(1-­‐2)	  >	  α(1-­‐6)	  >	  α(1-­‐3)	  >	  α(1-­‐4)42.	  
Además	  de	  la	  capacidad	  bifidogénica,	  los	  IMOS	  tienen	  otras	  características	  beneficiosas	  para	  la	  
salud,	  como	  mejorar	  el	  tránsito	  intestinal	  (se	  ha	  demostrado	  que	  son	  más	  eficientes	  que	  los	  FOS	  para	  
prevenir	   el	   estreñimiento),	   ayudan	   a	   la	   absorción	   de	   calcio,	   disminuyen	   el	   índice	   glucémico,	   y	  
reducen	   los	  niveles	  de	  triglicéridos	  y	  ácidos	  grasos	  en	  sangre.	  Asimismo,	   los	   IMOS	  tienen	  un	  efecto	  
inhibidor	  de	  las	  α-­‐glucosidasas	  humanas	  y,	  por	  ello,	  se	  han	  usado	  como	  tratamiento	  terapéutico	  para	  
disminuir	   la	   digestión	   del	   almidón	   y	   la	   sacarosa	   en	   enfermedades	   como	   la	   obesidad,	   la	   diabetes	  
mellitus,	   la	   gastritis	   y	   las	   úlceras	   intestinales,	   y	   las	   caries.	   Por	   último,	   los	   IMOS	   presentan	   otras	  
propiedades	   técnicamente	   funcionales,	   como	   prevenir	   el	   deterioro	   por	   microbios	   y	   retardar	   la	  
degradación	  de	  los	  alimentos,	  además	  de	  ser	  dulces	  pero	  bajos	  en	  calorías11,	  41.	  	  
	  
C)	  β-­‐GLUCANOS	  
Los	  β-­‐glucanos	  contienen	  un	  grupo	  heterogéneo	  de	  polisacáridos	  que,	  dependiendo	  del	  origen,	  
presentan	   distintos	   enlaces	   y	   algunos	   muestran	   ramificaciones.	   Los	   β-­‐glucanos	   de	   plantas	   son	  
polímeros	   lineales	   que	   tienen	   enlaces	   β(1-­‐3)	   y	   enlaces	   β(1-­‐4),	   cuya	   distribución	   depende	   de	   la	  
especie.	   La	   estructura	   común	   del	   polímero	   está	   constituida	   por	   bloques	   de	   dos	   o	   tres	   residuos	  
adyacentes	  de	  β-­‐glucosas	  unidos	  por	  enlaces	  β(1-­‐4),	  separados	  por	  un	  residuo	  de	  glucosa	  unido	  por	  
enlace	  β(1-­‐3)43.	  En	  la	  figura	  1.6	  se	  muestra	  un	  ejemplo	  de	  β-­‐glucano,	  el	  tetraglucano	  tipo	  B.	  
	  
Figura	  1.6.	  Esquema	  de	  la	  estructura	  del	  tetraglucano	  B	  (Glu-­‐β(1-­‐4)-­‐Glu-­‐β(1-­‐4)-­‐Glu-­‐β(1-­‐3)-­‐Glu).	  
En	   los	  últimos	  años	  ha	  aumentado	  el	   interés	  por	   los	  β-­‐glucanos	  como	  posibles	  prebióticos,	  ya	  
que	  estudios	   in	  vitro	  demuestran	  que	  son	  capaces	  de	  estimular	  el	   crecimiento	  de	  bifidobacterias	  y	  
lactobacilos.	   Además,	   su	   configuración	   β	   lo	   hace	   indigerible	   por	   las	   enzimas	   humanas21.	   Por	   otra	  
parte,	  se	  ha	  visto	  que	  son	  capaces	  de	  estimular	  la	  producción	  de	  SCFA,	  sobre	  todo	  la	  producción	  de	  
butirato,	  un	  compuesto	  antiinflamatorio44.	  También	  se	  ha	  visto	  que	  los	  β-­‐glucanos	  con	  menor	  masa	  
molecular	  producen	  más	  SCFA43,	  mientras	  que	  los	  β-­‐glucanos	  con	  mayores	  masas	  (230	  kDa,	  más	  de	  
1000	  glucosas)	  no	  producían	  variación	  en	  la	  microbiota21.	  Por	  tanto,	  la	  degradación	  parcial	  de	  los	  β-­‐
glucanos	  mediante	  β-­‐glucosidasas	  aumentaría	  su	  capacidad	  funcional	  sobre	  la	  microbiota	  intestinal.	  
A	   nivel	   comercial,	   en	   1997	   la	   FDA	   aprobó	   el	   uso	   de	   β-­‐glucanos	   para	   reducir	   el	   colesterol	   y	  
disminuir	   el	   riesgo	   de	   padecer	   enfermedades	   coronarias.	   Recientemente,	   la	   EFSA	   (European	   Food	  
Safety	  Authority)	  también	  ha	  reconocido	  que	  el	  consumo	  regular	  de	  β-­‐glucanos	  de	  avena	  disminuye	  
el	  colesterol	  en	  sangre45.	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1.4)	  LAS	  GLICOSIL	  HIDROLASAS	  
Las	   investigaciones	   sobre	   métodos	   de	   producción	   de	   estos	   oligosacáridos	   conllevan	   tanto	   el	  
estudio	  de	  nuevos	  compuestos	  con	  novedosas	  propiedades	  funcionales	  como	  la	  búsqueda	  de	  formas	  
más	   eficaces	   de	   producirlos.	   En	   este	   aspecto,	   la	   biotecnología	   enzimática	   se	   ha	   impuesto	   frente	   a	  
otras	   metodologías	   de	   química	   tradicional	   (basadas	   en	   numerosos	   pasos	   de	  
protección/desprotección	   de	   grupos	   funcionales),	   gracias	   a	   su	   excelente	   regio-­‐,	   quimio-­‐	   y	   estéreo-­‐
especificidad.	  	  
Las	  enzimas	  que	  son	  capaces	  de	  degradar,	  modificar	  o	  crear	  enlaces	  glicosídicos	  se	  denominan	  
CAZymes	  (Enzimas	  Activas	  en	  Carbohidratos,	  Carbohydrate	  Active	  Enzymes)46.	  Dentro	  de	  este	  grupo,	  
se	  encuentran	  las	  glicosidasas	  o	  glicosil	  hidrolasas	  (GH),	  enzimas	  capaces	  de	  hidrolizar	  estos	  enlaces.	  
Las	  mismas	  enzimas,	  en	  condiciones	  de	  alta	  concentración	  de	  substrato,	  son	  capaces	  de	  llevar	  a	  cabo	  
la	   reacción	   sintética	   contraria,	   la	   transglicosilación.	   Incluyen	   una	   gran	   variedad	   de	   patrones	  
estructurales	   diferentes,	   así	   como	   distintas	   actividades	   específicas,	   y	   se	   encuentran	   en	   todos	   los	  
reinos47.	  
	  
1.4.1	  )	  CLASIFICACIÓN	  DE	  LAS	  GLICOSIL	  HIDROLASAS	  
Atendiendo	  a	  la	  reacción	  que	  catalizan,	  según	  el	  Catálogo	  de	  Enzimas	  (EC,	  Enzyme	  Catalog)	  de	  la	  
Unión	   Internacional	  de	  Bioquímica	   (IUB,	   International	  Union	  of	  Biochemistry),	   las	  glicosil	  hidrolasas	  
se	   clasifican	   como	  EC	  3.2.1.x,	   donde	   los	   tres	   primeros	   dígitos	   indican	   la	   propiedad	  de	  hidrolizar	   el	  
enlace	   O-­‐glicosídico,	   y	   el	   cuarto	   (x)	   indica	   el	   tipo	   de	   substrato.	   Sin	   embargo,	   esta	   clasificación	   no	  
refleja	   las	  características	  estructurales	  de	  cada	  enzima,	  por	   lo	  que	  no	  aporta	   información	  sobre	   las	  
relaciones	  filogenéticas,	  perdiendo	  así	   información	  sobre	  eventos	  de	  evolución	  como	  la	  divergencia	  
(enzimas	   con	   la	   misma	   estructura	   pero	   distinta	   especificidad	   de	   substrato)	   o	   de	   convergencia	  
(enzimas	  con	  distinta	  arquitectura	  pero	  que	  degradan	  el	  mismo	  tipo	  de	  substrato)48.	  
Por	  ello,	  a	   finales	  de	   los	  años	  80,	  Henrissat	  B.48	  estableció	  una	  clasificación	  de	   las	  glicosidasas	  
basada	  en	  la	  similitud	  de	  sus	  secuencias	  de	  aminoácidos.	  En	  aquel	  momento,	  se	  catalogaron	  291	  GH	  
en	  35	  familias.	  Actualmente	  existen	  más	  de	  300.000	  secuencias,	  ordenadas	  en	  135	  familias.	  Además,	  
el	  análisis	  comparativo	  de	   las	  estructuras	   terciarias	  de	  distintas	   familias	   reveló	  que	  existen	   familias	  
que	  comparten	  la	  misma	  arquitectura	  catalítica,	  por	  lo	  que	  se	  clasifican	  dentro	  del	  mismo	  clan.	  En	  la	  
actualidad,	   existen	   14	   clanes	  GH	   (designados	   de	   la	   A	   hasta	   la	  N).	   Una	   versión	   actualizada	   de	   esta	  
clasificación	   está	   disponible	   on-­‐line	   en	   la	   base	   de	   datos	   CAZy	   (Carbohydrate-­‐Active	   Enzymes	  
Database,	  www.cazy.org).	  	  
En	   algunos	   casos,	   este	   sistema	   de	   clasificación	   permite	   predecir	   el	   substrato,	   en	   base	   a	   los	  
carbohidratos	   asociados	   a	   dicha	   familia.	   Sin	   embargo,	   cuando	   una	   familia	   contiene	   muchas	  
especificidades	  distintas,	  predecir	  la	  funcionalidad	  de	  una	  nueva	  enzima	  es	  muy	  complicado.	  Por	  ello,	  
cuando	   es	   factible,	   dentro	   de	   cada	   familia	   aparecen	   subfamilias	   asociadas	   con	   cada	   tipo	   de	  
actividad46.	  	  
Los	   miembros	   de	   una	   misma	   familia	   mantienen	   una	   arquitectura	   mínima	   de	   dominios	   y	  
comparten	   un	   mismo	   mecanismo	   catalítico.	   Sin	   embargo,	   muchas	   GH	   son	   grandes	   enzimas	  
multidominio	  y	  presentan	  dominios	  adicionales,	  algunos	  con	  funciones	  todavía	  desconocidas,	  que	  los	  
convierten	  en	  objetivos	  muy	  interesante	  para	  estudios	  estructurales49.	  	  
Como	   dato	   curioso,	   es	   interesante	   destacar	   que	   el	   genoma	   humano	   codifica	   para	   97	   glicosil	  
hidrolasas,	  de	  las	  cuales,	  17	  están	  relacionadas	  directamente	  con	  la	  degradación	  de	  carbohidratos	  de	  
la	  dieta	  (GH1,	  GH9,	  GH13,	  GH18,	  GH31,	  GH35	  y	  GH37).	  Los	  80	  genes	  restantes	  codifican	  para	  enzimas	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que	   no	   están	   asociadas	   a	   la	   digestión	   de	   alimentos,	   como	   por	   ejemplo,	   la	   síntesis	   de	   N-­‐
glicosilaciones50.	   Este	   es	   un	   número	   pequeño	   en	   comparación	   con	   algunas	   de	   las	   bacterias	  
intestinales,	   como	   Bacteroides	   thetaiotaomicron,	   cuyo	   genoma	   codifica	   más	   de	   260	   GH51.	   Por	   lo	  
tanto,	   con	   la	  excepción	  del	   almidón,	   la	   lactosa	  y	   la	   sacarosa,	   la	   capacidad	  humana	  para	  digerir	   los	  
carbohidratos	  de	  la	  dieta	  reside	  indiscutiblemente	  en	  su	  microbiota	  intestinal52.	  
Dentro	  de	   las	  GH	  expresadas	  por	   la	  microbiota	  e	   implicadas	  en	   la	  degradación	  de	  glicanos,	   el	  
40%	  están	  implicadas	  en	  la	  degradación	  de	  la	  pared	  celular	  de	  plantas,	  el	  20%	  en	  la	  degradación	  de	  
fructanos	  y	  el	  10%	  en	  la	  degradación	  de	  almidón	  y	  glucógeno.	  Cabe	  destacar	  que	  GH13,	  implicada	  en	  
la	  degradación	  de	  almidón,	  es	  la	  familia	  con	  más	  representantes	  (figura	  1.7).	  
	  
Figura	   1.7.	   Abundancia	   de	   genes	   en	   las	   familias	   de	   glicosil	   hidrolasas	   (GH)	   expresada	   en	   el	   mini-­‐
microbioma,	  indicando	  por	  colores	  los	  substratos	  sobre	  los	  que	  actúan.	  Adaptada	  de	  50.	  
	  
1.4.2)	  MECANISMO	  DE	  ACCIÓN	  DE	  LAS	  GLICOSIL	  HIDROLASAS	  
La	   hidrólisis	   del	   enlace	   glicosídico	   puede	   ocurrir	   de	   dos	   formas	   estereoquímicas	   posibles:	   la	  
inversión	   o	   la	   retención	   de	   la	   configuración	   anomérica	   del	   substrato.	   Es	   por	   ello	   que	   existen	   dos	  
mecanismos	   de	   acción,	   que	   clasifican	   a	   estas	   enzimas	   en	   glicosidasas	   de	   inversión	   o	   de	   retención	  
(figura	  1.8).	  En	  el	  caso	  de	  las	  glicosidasas	  de	  inversión,	  dos	  residuos	  carboxílicos	  actúan	  como	  ácido	  y	  
base,	  respectivamente,	  estando	  a	  unos	  10,5	  Å,	  para	  permitir	  la	  unión	  del	  substrato	  y	  de	  una	  molécula	  
de	  agua	  (figura	  1.8.A).	  Esta	  reacción	  ocurre	  en	  un	  único	  paso,	  con	  un	  estado	  de	  transición	  de	  tipo	  ión	  
oxocarbenio.	  Por	  otro	  lado,	  en	  las	  enzimas	  de	  retención,	  los	  grupos	  carboxílicos	  están	  a	  unos	  5,5	  Å	  de	  
distancia	   y	   su	   acción	  ocurre	   en	  dos	   etapas,	   a	   través	   de	  un	   estado	   intermedio	  que	   es	   un	   complejo	  
covalente	  enzima-­‐substrato	  (figura	  1.8.B).	  En	  el	  primer	  paso,	  uno	  de	  los	  grupo	  carboxílicos,	  que	  actúa	  
de	  ácido/base,	  protona	  el	  oxígeno	  glicosídico,	  debilitando	  el	  enlace.	  El	  otro	  grupo	  carboxílico	  actúa	  
de	  nucleófilo,	  atacando	  al	  carbono	  anomérico	  y	  formando	  el	  intermedio	  covalente	  enzima-­‐substrato.	  
En	  el	  segundo	  paso,	  el	  residuo	  ácido/base	  desprotona	  la	  molécula	  de	  agua	  (en	  el	  caso	  de	  hidrólisis)	  o	  
la	  molécula	  aceptora	   (transglicosilación),	   la	  cuál	  ataca	  al	   carbono	  anomérico,	   liberando	  el	  azúcar53.	  
Ambos	  pasos	  ocurren	  mediante	  estados	  de	  transición	  con	  un	  carácter	  ión	  oxocarbenio	  considerable.	  
En	   la	   formación	   del	   estado	   intermedio	   covalente,	   el	   anillo	   glicósido	   covalentemente	   unido	   asume	  
una	  conformación	  4C1	  de	  silla	  estándar54.	  
En	   las	   enzimas	  de	   retención,	   la	  mutación	  del	   ácido/base	  por	   un	   grupo	  metilo	   (Ala)	   o	   por	   una	  
amida	  funcionalizada	  (Asn	  o	  Gln)	  reduce	  la	  capacidad	  de	  hidrólisis	  de	  los	  substratos	  naturales,	  ya	  que	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se	  reduce	  la	  asistencia	  de	  protonación,	  pero	  no	  se	  ve	  afectada	  para	  compuestos	  con	  fuertes	  grupos	  
salientes.	   Este	   es	   el	   fundamento	   de	   las	   glicosil	   sintasas	   (GS),	   glicosil	   hidrolasas	   con	   el	   residuo	  
ácido/base	   inactivado	   que	   son	   capaces	   de	   formar	   enlaces	   glicosídicos,	   partiendo	   de	   glicósidos	  
fluorados	  como	  substratos	  donadores.	  En	  cuanto	  al	  nucleófilo,	  su	  papel	  es	  clave	  para	  las	  enzimas	  de	  
retención	  ya	  que	  su	  mutación	  causa	  un	  efecto	  mucho	  más	  drástico,	  haciendo	  imposible	  la	  actividad	  
enzimática53.	  	  
	  
Figura	   1.8.	   Mecanismos	   de	   acción	   de	   las	   glicosidasas	   (A)	   de	   inversión	   o	   (B)	   de	   retención.	   Imagen	  
adaptada	  de	  53.	  
Davies	  G.	  J.,	  Wilson	  K.	  S.	  y	  Henrissat	  B.55	  definieron	  la	  nomenclatura	  “–n/+n”	  para	  denominar	  los	  
subsitios	  de	  unión	  de	  las	  GH,	  donde	  la	  hidrólisis	  tiene	  lugar	  entre	  los	  subsitios	  -­‐1	  y	  +1	  (indicado	  en	  la	  
figura	  1.9).	  Los	  subsitios	  positivos	  definen	  el	  aglicón	  (grupo	  saliente	  tras	  la	  hidrólisis)	  mientras	  que	  los	  
sitios	  de	  reconocimiento	  específicos	  del	  tipo	  de	  azúcar	  se	  encuentran	  en	  los	  subsitios	  negativos.	  Los	  
estudios	  estructurales	  de	  substratos	  y	  análogos	  unidos	  a	  distintas	  GH	  han	  mostrado	  que	   los	  anillos	  
presentan	   una	   conformación	   tipo	   silla,	   salvo	   en	   el	   subsitio	   catalítico	   -­‐1,	   que	   adopta	   una	  
conformación	   distorsionada	   y	   “pre-­‐activada”	   hacia	   el	   bote.	   Esta	   deformación	   del	   azúcar	   en	   -­‐1	   fue	  
asociada	  con	  una	  mejora	  en	  la	  hidrólisis	  de	  los	  glicósidos,	  ya	  que	  la	  distorsión	  dirige	  al	  substrato	  en	  el	  
camino	   de	   alcanzar	   el	   estado	   de	   transición	   de	   la	   reacción,	   lo	   que	   se	   conoce	   como	   “configuración	  
cercana	  al	  ataque”,	  de	  tal	  forma	  que	  el	  aglicón	  se	  coloca	  en	  una	  posición	  pseudoaxial	  (mientras	  que	  
libre	   en	   solución	   ocupa	   una	   posición	   ecuatorial)	   y	   facilita	   que	   el	   nucleófilo	   ataque	   al	   carbono	  
anomérico54.	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Figura	   1.9.	   Diagrama	   de	   los	   subsitios	   de	   unión	   de	   las	   glicosidasas.	   La	   hidrólisis	   ocurre	   entre	   los	  
subsitios	  catalíticos	  -­‐1	  y	  +1	  (señalado	  en	  rojo).	  Modificada	  de	  54.	  	  
	  
1.4.3)	  ESTRUCTURA	  DE	  LAS	  GH32	  
Las	   enzimas	   de	   la	   familia	   GH32	   degradan	   fructanos,	   y	   también	   son	   capaces	   de	   sintetizar	  
fructooligosacáridos	   (FOS).	   La	   actividad	  más	   característica	   de	   esta	   familia	   es	   invertasa,	   es	   decir,	   la	  
degradación	   de	   sacarosa,	   si	   bien	   GH32	   contiene	   enzimas	   capaces	   de	   hidrolizar	   polisacáridos	   de	  
fructosa,	  como	  inulinasas	  y	  levanasas,	  y	  distintos	  tipo	  de	  fructosiltransferasas.	  	  
La	   primera	   estructura	   de	   la	   familia	   GH32	   que	   se	   resolvió	   fue	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	  
Thermotoga	   maritima56.	   La	   estructura	   cristalina	   reveló	   que	   la	   enzima	   tiene	   una	   arquitectura	  
bimodular,	   formada	   por	   el	   módulo	   catalítico	   β-­‐hélice	   de	   5	   láminas	   (five-­‐bladed	   β-­‐propeller)	   y	   un	  
dominio	  auxiliar	  β-­‐sándwich.	  	  
El	  dominio	  catalítico	  β-­‐propeller	  está	  compuesto	  por	  la	  repetición	  de	  cinco	  láminas,	  orientadas	  
de	  forma	  radial,	  enmarcando	  la	  cavidad	  catalítica	  en	  el	  centro	  de	  la	  hélice	  (figura	  1.10).	  Cada	  lámina	  
está	  compuesta	  por	  cuatro	  hebras	  β	  antiparalelas,	  con	  topología	  “W”,	  numeradas	  A,	  B,	  C	  y	  D	  desde	  el	  
interior	  del	  dominio	  hacia	   la	  superficie.	  Los	  bucles	  que	  conectan	   las	   láminas	  entre	  sí	   (denominados	  
L1-­‐L4)	  y	  los	  bucles	  que	  conectan	  las	  hebras	  B	  y	  C	  de	  cada	  lámina	  (denominados	  giros	  TI-­‐TV)	  forman	  el	  
bolsillo	  catalítico,	  negativamente	  cargado.	  El	  nucleófilo	  se	  encuentra	  localizado	  en	  la	  primera	  hebra	  
de	   la	   primera	   lámina,	  mientras	   que	   el	   residuo	   ácido/base	   se	   encuentra	   en	   la	   primera	   hebra	   de	   la	  
cuarta.	  	  
Los	  dominios	  β-­‐	  propeller	  se	  estabilizan	  por	  un	  mecanismo	  conocido	  como	  “velcro	  molecular”,	  
término	  que	  indica	  que	  la	  estructura	  de	  hélice	  se	  cierra	  gracias	  a	  la	  interacción	  de	  ambos	  extremos	  
peptídicos	  del	  dominio	  en	  la	  misma	  lámina,	  enlazando	  y	  “sellando”	  la	  estructura57.	  El	  dominio	  5-­‐fold	  β-­‐propeller	  caracteriza	  a	  los	  clanes	  GH-­‐F	  (familias	  43	  y	  62)	  y	  GH-­‐J	  (familias	  32	  y	  68).	  Sin	  embargo,	  los	  
miembros	   de	   las	   familias	   GH43	   y	   GH62	   presentan	   un	   mecanismo	   de	   inversión,	   mientras	   que	   las	  
enzimas	   GH32	   y	   GH68	   retienen	   la	   configuración	   del	   carbono	   anomérico,	   por	   ello	   se	   clasifican	   en	  
clanes	  diferentes58.	  	  
Por	  otro	  lado,	  el	  β-­‐sándwich	  está	  compuesto	  por	  dos	  láminas	  β,	  de	  seis	  hebras	  β	  cada	  una,	  y	  su	  
presencia	   es	   esencial	   para	   la	   estabilidad	   de	   las	   proteínas	   GH32.	   La	   búsqueda	   de	   homólogos	  
estructurales	   con	  el	   servidor	  DALI	   (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server)	   señala	  que	  el	  β-­‐
sándwich	  presenta	  similitudes	  con	  las	   lectinas,	  que	  son	  proteínas	  que	  poseen	  al	  menos	  un	  dominio	  
no-­‐catalítico	   que	   une	   específicamente	   carbohidratos	   (mono	   u	   oligosacáridos),	   por	   lo	   que	   podría	  
tener	  un	  papel	  en	  la	  unión	  de	  los	  substratos58.	  	  
En	  2005,	  Verhaes	  M.	  y	  colaboradores59	  plantearon	  un	  posible	  papel	  del	  β-­‐sándwich	  en	  la	  unión	  
de	   residuos	  distales	  del	   polímero	   inulina	  de	   la	   fructan	  1-­‐exohidrolasa	   IIa	   de	  Cichorium	   intybus.	   Sin	  
embargo,	   no	   fue	   hasta	   2010,	   cuando	   nuestro	   grupo	   reportó	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	  
Schwanniomyces	   occidentalis	   (SoFfase),	   que	   demostró	   el	   papel	   directo	   del	   β-­‐sándwich	   en	   la	  
oligomerización	  enzimática	  y	  en	  la	  unión	  del	  substrato60.	  Por	  otra	  parte,	  Alberto	  F.	  y	  colaboradores56	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sugirieron	   que	   el	   β-­‐sándwich	   podría	   tener	   un	   papel	   en	   la	   oligomerización	   de	   la	   invertasa	   de	  
Saccharomyces	   cerevisiae.	  Por	   tanto,	  parece	  que	   la	  oligomerización	  podría	   ser	  una	  peculiaridad	  de	  
las	  GH32	  de	  levaduras.	  
	  
Figura	   1.10.	   Diagrama	   esquemático	   de	   la	   topología	   de	   las	   enzimas	   GH32.	   Las	   hebras	   β	   están	  
representadas	  como	  flechas	  y	  las	  α-­‐hélices	  como	  cilindros.	  Modificada	  de	  61.	  	  
	  
CENTRO	  ACTIVO	  	  
Tanto	   el	  mecanismo	   de	   acción	   (mecanismo	   de	   retención)	   como	   los	   residuos	   implicados	   en	   la	  
catálisis	  están	  conservados	  dentro	  del	  clan	  GH-­‐J.	  Concretamente,	  para	  las	  enzimas	  GH32	  el	  nucleófilo	  
es	   un	   ácido	   aspártico	   (motivo	   WMNDPNG),	   mientras	   que	   el	   ácido/base	   es	   un	   ácido	   glutámico	  
(motivo	  ECPGL),	  excepto	  en	  la	  endo-­‐inulinasa	  de	  Aspergillus	  ficuum,	  que	  presenta	  un	  ácido	  glutámico	  
como	   nucleófilo62.	   Estos	   residuos	   fueron	   identificados	   por	   primera	   vez	   en	   la	   invertasa	   de	  
Saccharomyces	  cerevisiae	  63-­‐64.	  	  
	  
Figura	   1.11.	   Centro	   activo	   de	   una	   β-­‐fructofuranosidasa	   GH32.	   En	   rosa	   se	   resaltan	   los	   residuos	  
catalíticos,	  en	  azul	  claro	  el	  motivo	  del	  nucleófilo,	  en	  azul	  oscuro	  el	  motivo	  del	  residuo	  ácido/base	  y	  en	  
verde	  el	  motivo	  del	  ácido	  aspártico	  estabilizador.	  En	  amarillo	  se	  representa	  una	  molécula	  de	  fructosa	  
en	  el	  centro	  activo	  de	  la	  β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Schwanniomyces	  occidentalis	  (código	  PDB:	  3kf3).	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Además,	   hay	   un	   tercer	   residuo	   catalítico,	   un	   ácido	   aspártico	   (RDP),	   que	   tiene	   un	   papel	  
importante	   como	   estabilizador	   del	   estado	   de	   transición.	   Fue	   identificado	   por	   primera	   vez	   en	   la	  
estructura	  de	  la	  exo-­‐inulinasa	  de	  Aspergillus	  awamori	  en	  complejo	  con	  fructosa65,	  y	  confirmado	  en	  la	  
estructura	  de	  la	  β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Thermotoga	  maritima	  en	  complejo	  con	  rafinosa66.	  Además,	  
este	   residuo	  reconoce	   los	  oxígenos	  O3	  y	  O4	  de	   la	   fructosa	  en	   -­‐1,	  por	   lo	  que	  puede	  ser	   importante	  
para	  reconocer	  los	  fructofuranósidos,	  seleccionando	  negativamente	  a	  los	  fructopiranósidos65	  (figura	  
1.11).	  
	  
1.4.4)	  ESTRUCTURA	  DE	  LAS	  GH31	  
La	   familia	  GH31	  es,	   junto	  a	   la	  GH13,	  una	  de	   las	  que	  más	  α-­‐glucosidasas	  contiene.	  Además	  del	  
papel	   esencial	   que	   juegan	   en	   importantes	   procesos	  metabólicos,	   estas	   enzimas	   son	   útiles	   para	   la	  
producción	   de	   IMOS.	   La	   primera	   estructura	   de	   una	   enzima	   GH31	   que	   se	   dio	   a	   conocer	   fue	   la	   α-­‐
xilosidasa	   de	   Escherichia	   coli67.	   Este	   trabajo	   reveló	   la	   estructura	   terciaria	   característica	   de	   esta	  
familia,	  que	  está	  formada	  por	  cuatro	  dominios:	  un	  dominio	  N-­‐terminal	  β-­‐supersándwich,	  un	  dominio	  
catalítico	   barril	   (β/α)8,	   y	   dos	   dominios	   β-­‐sándwich	   C-­‐terminales	   (C-­‐terminal	   proximal	   y	   C-­‐terminal	  
distal)	   (figura	   1.12).	   Sin	   embargo,	   posteriores	   estudios	   han	   mostrado	   un	   panorama	   mucho	   más	  
complejo,	  como	  se	  verá	  a	  continuación.	  
El	   dominio	   N-­‐terminal	   presenta	   una	   topología	   tipo	   β-­‐supersándwich,	   que	   consta	   de	   cuatro	  
láminas	  β,	  cada	  una	  formada	  por	  unas	  cinco	  hebras	  β	  antiparalelas68.	  Algunas	  enzimas,	  como	  las	  α-­‐
glucosidasas	  de	  Ruminococcus	  obeum	  y	  Sulfolobus	  solfataricus,	  presentan	  un	  dominio	  más	  corto,	  con	  
sólo	   10	   hebras	   β69.	   Este	   dominio	   parece	   tener	   un	   papel	   en	   la	   unión	   de	   substrato	   así	   como	   en	   el	  
mantenimiento	  de	   la	   integridad	  del	   bolsillo	   catalítico.	   Presenta	  un	  bucle,	   denominado	  N-­‐loop,	   que	  
está	  implicado	  en	  la	  unión	  de	  substrato	  al	  centro	  activo.	  Como	  ya	  se	  comentará	  más	  adelante,	  está	  
muy	   conservado	   entre	   miembros	   evolutivamente	   cercanos	   y	   tiene	   un	   papel	   importante	   en	   la	  
actividad	  de	  la	  enzima68.	  	  
	  
Figura	   1.12.	   Arquitectura	   molecular	   de	   las	   enzimas	   de	   la	   familia	   GH31,	   que	   constan	   de	   cuatro	  
dominios:	   β-­‐supersándwich	   N-­‐terminal	   (rosa),	   barril	   (β/α)8	   catalítico	   (beige),	   β-­‐sándwich	   C-­‐terminal	  
proximal	   (verde)	   y	   C-­‐terminal	   distal	   (cian).	   En	   distinto	   color	   se	   resaltan	   los	   bucles	   implicados	   en	   la	  
unión	   de	   substrato	   (Inserto	   1,	   naranja;	   Inserto	   2,	   azul	   oscuro)	   del	   dominio	   catalítico.	   En	   esferas	   se	  
representa	  una	  molécula	  de	  acarbosa	  en	  el	  centro	  activo	  de	  la	  enzima	  α-­‐glucosidasa	  de	  Beta	  vulgaris	  
(código	  PDB:	  3wel).	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Por	  otra	  parte,	  además	  de	  estar	  involucrado	  en	  la	  unión	  de	  substrato,	  parece	  que	  el	  dominio	  N-­‐
terminal	  tiene	  un	  papel	  importante	  en	  la	  oligomerización	  de	  algunas	  enzimas,	  como	  es	  el	  caso	  en	  la	  
hexamerización	   de	   la	   α-­‐xilosidasa	   de	   E.	   coli67,	   o	   en	   la	   dimerización	   de	   la	   α-­‐galactosidasa	   de	  
Pseudobacter	  saltans70.	  
El	  dominio	  catalítico	  es	  un	  barril	   (β/α)8,	  compuesto	  por	  ocho	  hebras	  β	  y	  nueve	  hélices	  α,	  muy	  
similar	   al	   de	   la	   familia	   GH13	   (que	   también	   contiene	   gran	   cantidad	   de	   α-­‐glucosidasas).	   El	   dominio	  
catalítico	  tiene	  dos	  largos	  bucles	  muy	  variables,	  denominados	  Inserto	  1	  e	  Inserto	  2,	  que	  se	  sitúan	  a	  
continuación	   de	   las	   hebras	   β3	   y	   β4,	   respectivamente.	   Estos	   bucles	   juegan	   un	   papel	   esencial	   en	   la	  
actividad,	   que	   se	   comentará	   en	   el	   apartado	   en	   el	   que	   se	   describe	   el	   centro	   activo	   de	   las	   enzimas	  
GH31.	  
El	   dominio	   C-­‐terminal	   proximal	   está	   formado	   por	   un	   pequeño	   β-­‐sándwich	   central,	   de	   ocho	  
hebras	   β	   antiparalelas,	   con	   dos	   pequeñas	   hélices	   α	   insertadas	   en	   los	   bucles.	   Tras	   el	   dominio	  
catalítico,	  es	  el	  dominio	  más	  conservado69.	  Además,	  presenta	  numerosas	  interacciones	  hidrofóbicas	  
con	   el	   dominio	   catalítico,	   por	   lo	   que	   se	   le	   puede	   atribuir	   un	   papel	   estructural	   y	   de	   protección	  del	  
centro	  activo.	  Por	  otra	  parte,	  se	  ha	  descrito	  que	  este	  dominio	  está	  implicado	  en	  la	  oligomerización	  de	  
la	  α-­‐xilosidasa	  de	  E.	  coli	  67.	  
Por	  último,	  el	  dominio	  C-­‐terminal	  distal	  es	  también	  un	  β-­‐sándwich,	  formado	  por	  dos	  láminas	  β	  
de	  unas	  cinco	  hebras	  cada	  una,	  con	  las	  hebras	  β2	  y	  β6	  orientadas	  en	  sentido	  paralelo.	  Junto	  con	  el	  N-­‐
terminal,	   este	   dominio	   es	   el	   que	   presenta	  menor	   identidad	   de	   secuencia	   dentro	   de	   la	   familia.	   De	  
hecho,	  algunos	  miembros	  de	  la	  familia	  presentan	  una	  versión	  más	  corta,	  como	  la	  α-­‐glucosidasas	  de	  
R.	   obeum69,	   mientras	   que	   otros,	   como	   las	   α-­‐glucosidasas	   de	   Bacteroides	   thetaiotaomicron	   o	   la	  
sulfoquinosidasa	   de	   E.	   coli71,	   ni	   siquiera	   presentan	   dominio	   C-­‐terminal	   distal.	   Asimismo,	   la	  
eliminación	  de	  100	  de	  sus	  150	  residuos	  en	  la	  α-­‐1-­‐4-­‐glucan-­‐liasa	  de	  Gracilariopsis	  lemaneiformi	  causó	  
un	  descenso	  de	  10-­‐20	  veces	  en	  la	  actividad,	  sin	  embargo,	  estos	  100	  residuos	  no	  fueron	  necesarios	  ni	  
para	  la	  actividad	  ni	  para	  la	  expresión	  de	  la	  enzima	  recombinante72.	  
Ninguno	  de	  los	  dominios	  C-­‐terminales	  se	  sitúa	  en	  las	  proximidades	  ni	  parece	  interaccionar	  con	  
residuos	  del	  centro	  activo.	  Por	  tanto,	  estos	  dominios	  posiblemente	  contribuyen	  a	  la	  estabilidad	  de	  la	  
enzima	  siendo	  su	   función	  estructural,	   aunque	  no	   se	  puede	  descartar	  que	  puedan	   tener	  otro	  papel	  
aún	  no	  descrito68.	  
Además	  de	  esta	  arquitectura	  molecular	  fundamental,	  algunas	  proteínas	  de	  la	  familia	  presentan	  
dominios	  extras.	  Así,	  las	  enzimas	  humanas	  (maltasa-­‐glucoamilasa	  y	  sucrosa-­‐isomaltasa)	  muestran	  un	  
dominio	  trefoil	  tipo	  P	  que	  precede	  al	  dominio	  N-­‐terminal,	  cuya	  función	  se	  desconoce.	  Este	  dominio	  
de	  50	  residuos	  se	  caracteriza	  por	  contener	  seis	  cisteínas	  unidas	  por	  puentes	  disulfuro73.	  Este	  tipo	  de	  
inserciones	   en	   el	   dominio	   N-­‐terminal	   son	   bastante	   comunes	   dentro	   de	   la	   familia.	   Por	   ejemplo,	   la	  
sulfoquinosidasa	   de	   E.	   coli	   muestra	   una	   larga	   inserción	   de	   unos	   50	   residuos	   en	   el	   extremo	   N-­‐
terminal,	  que	  conforman	  una	   larga	   lámina	  β	  de	  dos	  hebras	  antiparalelas,	  que	  delimitan	  uno	  de	   los	  
márgenes	   del	   centro	   activo71.	   También	   presentan	   un	   fragmento	   adicional	   previo	   al	   dominio	   N-­‐
terminal	   las	   enzimas	   de	   Listeria	   monocytogenes	   y	   de	   Trueperella	   pyogenes,	   que	   muestran	   un	  
dominio	  β-­‐sándwich	  extra,	  que	  no	  presenta	  homología	  con	  CBM	  (módulo	  de	  unión	  a	  carbohidratos,	  
Carbohydrate	  binding	  modules)	  u	  otras	  proteínas	  tipo	  β-­‐sándwich	  previamente	  descritas.	  	  
Finalmente	  otras	  enzimas,	  como	  las	  α-­‐xilosidasa	  de	  Cellvibrio	  japonicus	  y	  de	  Bacteroides	  ovatus,	  
tienen	  un	  dominio	  adicional	  PA14	   insertado	  en	  el	  dominio	  N-­‐terminal74-­‐75.	   Este	  dominio	  adyacente	  
presenta	   una	   arquitectura	   de	   barril	  β	   y	   se	   ha	   descrito	   en	   la	   α-­‐xilosidasa	   de	  C.	   japonicus	   que	   está	  
implicado	  en	  la	  formación	  de	  los	  subsitios	  distales	  +2	  y	  +3	  del	  centro	  activo76.	  	  
	  
	   	  
20	  
	  
	   	  
CENTRO	  ACTIVO	  
Todos	   los	  miembros	  del	  clan	  GH-­‐D,	  al	  que	  pertenecen	   las	  enzimas	  GH31,	  presentan	  el	   residuo	  
nucleófilo	  (Asp)	  en	  la	  hebra	  β4	  mientras	  que	  el	  que	  actúa	  como	  ácido/base	  (Asp)	  se	  encuentra	  en	  la	  
hebra	  β6.	  Así,	  y	  a	  pesar	  de	  su	  gran	  similitud	  con	  la	  familia	  GH13,	  la	  situación	  del	  residuo	  ácido/base	  
es	  responsable	  de	  que	  GH31	  se	  clasifique	  en	  un	  clan	  distinto	  (GH13	  presenta	  el	  residuo	  ácido/base	  
en	  la	  hebra	  β5)67,	  77.	  
Las	   enzimas	   GH31	   presentan	   un	   mecanismo	   de	   retención	   y	   su	   centro	   activo	   está	   formado,	  
principalmente,	  por	   los	  extremos	  de	   las	  hebras	  β	  del	  barril	   (β/α)8,	   los	  bucles	  del	  dominio	  catalítico	  
(principalmente	  el	  bucle	  β1-­‐α1,	  y	   los	   Insertos	  1	  y	  2),	   y	  el	  bucle	  N-­‐loop	  proveniente	  del	  dominio	  N-­‐
terminal	  (figura	  1.13).	  
Al	  igual	  que	  ocurre	  en	  otras	  familias	  GH,	  existe	  poca	  identidad	  de	  secuencia	  entre	  los	  miembros	  
de	  GH31,	  aunque	  presentan	  zonas	  altamente	  conservadas78.	  Una	  de	  ellas	  es	  la	  región	  que	  contiene	  el	  
nucleófilo,	  lo	  que	  permite	  una	  clasificación	  de	  las	  enzimas	  GH31	  en	  subfamilias	  de	  las	  cuales,	  hasta	  el	  
momento,	  se	  han	  establecido	  cuatro.	  Las	  α-­‐glucosidasas	  presentan	  la	  secuencia	  consenso	  WiDMNE	  
(donde	   i	   es	   un	   residuo	   variable)	   y	   se	   clasifican	   en	   el	   subgrupo	   1,	   a	   excepción	   de	   algunas	   α-­‐
glucosidasas	  bacterianas,	  que	  presentan	  la	  secuencia	  KTDFGE	  y	  se	  encuentran	  en	  el	  subgrupo	  477.	  
Dentro	  de	   los	  bucles	  del	  barril	   (β/α)8	  que	  están	   implicados	  en	  el	   centro	  activo,	  el	  bucle	  β1-­‐α1	  
determina	   la	  especificidad	  por	  el	   tipo	  de	  enlace	  de	   la	  enzima.	  Así,	   la	  presencia	  de	  un	  triptófano	  en	  
este	  bucle	  confiere	  especificidad	  por	  enlaces	  α(1-­‐6),	  mientras	  que	  su	  mutación	  por	   tirosina	   reduce	  
drásticamente	   la	   capacidad	   de	   hidrólisis	   y	   transglucosilación	   de	   este	   tipo	   de	   enlaces,	   hidrolizando	  
preferentemente	  enlaces	  α(1-­‐4)69.	  Sin	  embargo,	  en	  otras	  enzimas	  como	  la	  α-­‐glucosidasa	  de	  Bacillus	  
sp.,	  la	  especificidad	  por	  el	  tipo	  de	  enlace	  se	  encuentra	  en	  el	  bucle	  β8-­‐α874.	  
Por	  otra	  parte,	  el	  Inserto	  1	  está	  relativamente	  conservado	  dentro	  de	  la	  familia.	  Sin	  embargo,	  en	  
la	  maltasa-­‐glucoamilasa	  humana	  C-­‐terminal	  este	  bucle	  es	  más	  extenso	  y	  está	   implicado	  en	  la	  unión	  
de	   substratos	   largos,	   conformando	   los	   subsitios	   de	   unión	   +2	   y	   +3	   de	   la	   enzima79.	   Asimismo,	   las	  
enzimas	  GH31	  que	  forman	  o	  degradan	  glucosacáridos	  cíclicos	  también	  presentan	  un	  bucle	  de	  mayor	  
longitud	  que	  conforma	  su	  subsitio	  -­‐2.	  
En	  cuanto	  al	  Inserto	  2,	  su	  secuencia	  y	  su	  longitud	  son	  muy	  variables.	  En	  algunas	  enzimas	  GH31	  
tiene	   funciones	  muy	   importantes	  en	   la	  oligomerización	  y/o	  en	   la	  determinación	  de	   la	  especificidad	  
de	   substrato.	   Es	   de	   destacar	   el	   caso	   de	   la	   α-­‐glucosidasa	   de	   Beta	   vulgaris,	   cuya	   especificidad	   por	  
substratos	  largos	  reside	  fundamentalmente	  en	  el	  Inserto	  2	  que	  crea	  subsitios	  de	  unión	  muy	  alejados	  
del	  bolsillo	  catalítico	  (subsitio	  +7)68.	  
Por	  último,	  el	  bucle	  N-­‐loop	  presenta	  un	  Asp	  conservado	  en	  todas	   las	  enzimas	  GH31,	   implicado	  
en	   la	  unión	  del	  substrato	  en	  el	   subsitio	  +1,	  si	  bien	  el	   resto	  de	   la	  secuencia	  varía	  entre	   los	  distintos	  
miembros.	  Aunque	  hay	  varias	  enzimas	  oligoméricas,	  el	  N-­‐loop	  siempre	  participa	  en	  el	  centro	  activo	  
del	  mismo	  monómero.	  La	  secuencia	  de	  este	  bucle	  se	  repite	  en	  enzimas	  evolutivamente	  cercanas.	  Así,	  
las	  α-­‐glucosidasas	  GH31	  de	  plantas,	  que	  tienen	  alta	  especificidad	  por	  substratos	  largos,	  poseen	  un	  N-­‐
loop	  conservado,	  que	  en	  la	  α-­‐glucosidasa	  de	  B.	  vulgaris	  conforma	  los	  subsitios	  +2	  y	  +3	  de	  la	  enzima68.	  
Asimismo,	  los	  N-­‐loop	  de	  las	  α-­‐glucosidasa	  II	  de	  Mus	  musculus	  y	  Chaetomium	  thermophilus,	  que	  sólo	  
reconocen	  disacáridos,	  presentan	  una	  fenilalanina	  que	  bloquea	  el	  centro	  activo	  y	  hace	  inaccesible	  los	  
α-­‐glucósidos	  de	  más	  de	  tres	  unidades80.	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Figura	   1.13.	   Estructura	   del	   centro	   activo	   de	   una	   enzima	   GH31.	   Se	   resaltan	   los	   residuos	   catalíticos	  
(morado),	  el	  N-­‐loop	  (rosa),	  el	  bucle	  de	  especificidad	  del	  tipo	  de	  enlace	  (verde),	  el	  Inserto	  1	  (naranja)	  y	  
el	   Inserto	   2	   (azul).	   En	   amarillo	   se	   representa	   una	   molécula	   de	   acarbosa	   en	   el	   centro	   activo	   de	   la	  
maltasa-­‐glucoamilasa	  humana	  (Nt-­‐MGAM,	  código	  PDB:	  2qmj).	  
	  
1.4.5)	  ESTRUCTURA	  DE	  LAS	  GH3	  
La	   familia	   3	   de	   las	   glicosil	   hidrolasas	   (GH3)	   es	   una	   de	   las	   familias	   que	   mayor	   número	   de	  
miembros	   contiene,	   con	   más	   de	   once	   mil	   secuencias	   depositadas.	   Están	   presentes	   en	   bacterias,	  
hongos	   y	   plantas,	   donde	   realizan	   una	   amplia	   variedad	   de	   funciones	   como	   la	   degradación	   de	   la	  
biomasa	  vegetal,	  remodelado	  de	  la	  pared	  celular	  o	  defensa	  frente	  a	  patógenos.	  Esta	  familia	  contiene	  
principalmente	  β-­‐glucosidasas,	  β-­‐xilosidasas,	  β-­‐N-­‐acetilhexosaminidasas	  y	  α-­‐L-­‐arabinofuranosidasas,	  
actuando	  con	  un	  mecanismo	  catalítico	  de	  retención.	  Algunas	  presentan	  una	  amplia	  especificidad	  de	  
substrato,	  lo	  que	  las	  convierte	  en	  potenciales	  biocatalizadores	  de	  interés	  en	  la	  obtención	  de	  nuevos	  
oligosacáridos.	  
La	   primera	   estructura	   reportada	   de	   una	   enzima	   GH3	   fue	   la	   de	   la	   β-­‐glucosidasa	   de	  Hordeum	  
vulgare	  (cebada),	  en	  199981.	  Este	  estudio	  mostró	  que	  la	  enzima	  estaba	  compuesta	  por	  dos	  dominios:	  
un	   barril	   (β/α)8	   y	   un	   dominio	   sándwich	   (β/α)6.	   La	   siguiente	   estructura	   resuelta	   fue	   la	   de	   la	   β-­‐N-­‐
acetilhexosaminidasa	  de	  Vibrio	  cholerae,	  que	  mostró	  que	  esta	  enzima	  bacteriana	  estaba	  compuesta	  
únicamente	   por	   el	   dominio	   barril	   (β/α)882.	   Estudios	   posteriores	   realizados	   con	   la	   β-­‐glucosidasa	   de	  
Thermotoga	  neapolitana	  mostraron	  una	  estructura	  compuesta	  por	  tres	  dominios;	  además	  de	  los	  dos	  
observados	  anteriormente	  en	  la	  enzima	  de	  planta,	  esta	  enzima	  contiene	  en	  el	  extremo	  C-­‐terminal	  un	  
dominio	  adicional	  denominado	  FnIII83.	  
En	   los	  últimos	  años	  han	  aparecido	  numerosas	  estructuras	  de	  enzimas	  GH3,	  que	  muestran	  una	  
gran	  variedad	  en	  la	  composición	  y	  disposición	  de	  hasta	  cuatro	  o	  cinco	  dominios	  distintos.	  En	  general,	  
las	  β-­‐glucosidasas	  y	  la	  β-­‐xilosidasa	  GH3	  tienen	  una	  composición	  de	  dominios	  básica	  que	  corresponde	  
a	  lo	  observado	  en	  la	  β-­‐glucosidasa	  de	  T.	  neapolitana	  (figura	  1.14).	  
El	   dominio	   N-­‐terminal	   presenta	   una	   topología	   de	   barril	   (β/α)8,	   formado	   por	   ocho	  láminas	   β	  
paralelas	   rodeadas	   de	   ocho	  hélices	   α,	   que	   se	   alternan	   en	   secuencia81.	   La	   estructura	   de	   la	   β-­‐
glucosidasa	  de	  T.	  neapolitana	   reveló	  una	  desviación	  de	   la	   forma	  canónica	  de	   la	   topología	  del	  barril	  
(β/α)8,	  ya	  que	  carece	  de	  su	  primera	  hélice	  α,	  lo	  que	  se	  traduce	  en	  que	  la	  hebra	  β2	  es	  antiparalela	  a	  
las	   otras	   siete	   hebras83.	   En	   realidad	   este	   dominio	   no	   canónico	   se	   define	   mejor	   como	   un	   barril	  
ββ(β/α)684.	  Esta	  variación	  en	  la	  topología	  del	  barril	  es	  inusual	  en	  las	  bases	  de	  datos	  CATH	  y	  SCOP83,	  sin	  
embargo,	   otras	   enzimas	   de	   la	   familia	   GH3,	   resueltas	   posteriormente,	   también	   la	   presentan.	   De	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hecho,	  la	  mayoría	  de	  β-­‐glucosidasas	  resueltas	  presentan	  esta	  inversión	  de	  la	  hebra	  β2,	  excepto	  las	  β-­‐
glucosidasas	  bacterianas	  de	  Listeria	  innocua	  o	  Bacteroides	  ovatus,	  y	  la	  aislada	  de	  compost.	  
	  
Figura	  1.14.	  Arquitectura	  molecular	  de	  las	  β-­‐glucosidasas	  y	  β-­‐xilosidasas	  de	  la	  familia	  GH3,	  compuesta	  
por	   tres	  dominios:	  dominio	   catalítico	  barril	   (β/α)8	   (azul),	  dominio	   sándwich	   (β/α)6	   (beige)	   y	  dominio	  
FnIII	  (rojo).	  En	  esferas	  se	  representa	  una	  molécula	  de	  glucosa	  en	  el	  centro	  activo	  de	  la	  β-­‐glucosidasa	  
de	  Thermotoga	  neapolitana	  (código	  PDB:	  2x41).	  	  
El	  segundo	  dominio	  muestra	  una	  topología	  de	  sándwich	  (β/α)6,	  que	  consiste	  en	  una	  lámina	  β	  de	  
seis	  hebras	  (cinco	  de	  las	  cuales	  son	  paralelas),	  además	  de	  tres	  hélices	  α	  a	  ambos	  lados	  de	  la	  lámina.	  
Este	  dominio	  está	  conectado	  al	  barril	  (β/α)8	  por	  una	  hélice	  α81.	  Este	  dominio	  esta	  menos	  conservado	  
que	   el	   catalítico,	   con	   variación	   tanto	   en	   la	   longitud	   como	   en	   el	   número	   de	   hebras	   y	   hélices.	  
Asimismo,	   la	   longitud	   de	   los	   bucles	   que	   las	   conectan	   es	   muy	   variable.	   Por	   ejemplo,	   en	   la	   β-­‐
glucosidasa	  de	  T.	  neapolitana	  la	  hebra	  β3	  está	  sustituida	  por	  una	  hélice	  α	  junto	  a	  un	  largo	  bucle	  que	  
se	  proyecta	  hacia	  el	  centro	  activo	  y	  podría	  estar	  implicado	  en	  la	  unión	  de	  substratos83.	  	  
Por	  último,	   las	  β-­‐glucosidasas	  y	   la	  β-­‐xilosidasa	  GH3	  presentan	  en	  el	  extremo	  C-­‐terminal	  de	  sus	  
secuencias	   el	   dominio	   FnIII	   (Dominio	   fibronectina	   tipo	   III,	   Fibronectin-­‐like	   type	   III	   domain),	   cuya	  
función	  no	  se	  conoce.	  La	  fibronectina,	  donde	  se	  identificó	  por	  primera	  vez	  este	  dominio,	  contiene	  16	  
copias	  de	  este	  motivo	  estructural,	  que	  presenta	  una	  topología	  de	  β-­‐sándwich	  y	  está	  formado	  por	  dos	  
láminas	  de	  3-­‐4	  hebras	  β	  cada	  una85.	  Por	  su	  localización,	  parece	  que	  el	  dominio	  FnIII	  no	  tiene	  un	  papel	  
directo	  en	  la	  actividad	  de	  la	  enzima.	  Experimentos	  con	  quimeras	  donde	  se	  translocó	  el	  dominio	  FnIII	  
de	   la	   enzima	  Cellvibrio	   gilbus	   (mesófila)	   a	   la	   enzima	   de	  T.	  maritima	   (termófila)	  mostraron	   que	   los	  
valores	   de	   actividad	   de	   la	   quimera	   se	   parecían	   a	   los	   de	   T.	  maritima,	   por	   lo	   que	   este	   dominio	   no	  
afecta	  a	  la	  actividad	  de	  la	  enzima86.	  No	  obstante,	  el	  dominio	  FnIII	  podría	  estar	  implicado	  en	  el	  anclaje	  
de	  la	  enzima	  a	  polímeros	  o	  cumplir	  otras	  funciones	  de	  anclaje	  celular,	  o	  incluso	  tener	  un	  papel	  en	  la	  
termoestabilidad83.	  
Excepcionalmente,	   algunas	   enzimas	   GH3	   presentan	   dominios	   extra.	   Las	   β-­‐glucosidasas	   de	  
Kluyveromyces	  marxianus84	  y	  Streptomyces	  venezuelae87	  presentan	  un	  dominio	  PA14	  extra,	  insertado	  
en	  la	  secuencia	  del	  dominio	  sándwich	  (β/α)6.	  Este	  dominio	  consiste	  en	  un	  barril	  β	  formado	  por	  dos	  
láminas	  de	  5-­‐6	  hebras	  β	  cada	  una.	  Los	  extremos	  N-­‐	  y	  C-­‐terminal	  de	  este	  dominio	  se	  encuentran	  muy	  
cercanos	   en	   el	   espacio,	   lo	   que	   facilita	   su	   inserción	   dentro	   de	   otros	   dominios,	   sin	   obstaculizar	   su	  
estructura88.	  En	  la	  β-­‐glucosidasa	  de	  K.	  marxianus	  se	  demostró,	  por	  primera	  vez,	  la	  interacción	  entre	  
el	  dominio	  PA14	  y	  un	  carbohidrato.	  Así,	  este	  dominio	  está	  implicado	  en	  la	  formación	  del	  subsitio	  +1	  
el	  centro	  activo	  de	  la	  enzima84.	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Otra	   enzima	   GH3	   reportada	   con	   dominios	   adicionales	   es	   la	   exo-­‐1,3/1,4-­‐β-­‐glucanasa	   de	  
Pseudoalteromonas	   sp.	   BB1	   89.	   Además	   del	   esqueleto	   básico	   que	   contiene	   el	   barril	   (β/α)8	   y	   el	  
sándwich	   (β/α)6,	   presenta	   otro	   dominio	   β-­‐sándwich	   C-­‐terminal,	   no	   descrito	   con	   anterioridad.	   Un	  
análisis	  comparativo	  utilizando	  el	  servidor	  DALI	  revela	  que	  su	  homólogo	  estructural	  más	  cercano	  es	  
un	  CBM30,	  aunque	  no	  presenta	   las	  características	   típicas	  de	  un	  dominio	  de	  unión	  a	  carbohidratos.	  
Como	  se	  verá	  posteriormente,	  una	  de	  las	  enzimas	  incluidas	  en	  esta	  tesis,	  perteneciente	  a	  la	  familia	  
GH3,	  presenta	  un	  dominio	  cuyos	  homólogos	  más	  próximos	  son	   también	  dominios	  CBM	  y	   tampoco	  
presenta	   motivos	   obvios	   de	   unión	   a	   carbohidratos.	   Por	   tanto,	   quedan	   aún	   muchos	   aspectos	   por	  




La	  mayoría	   de	   las	   β-­‐N-­‐acetilhexosaminidasas	   (NagZ)	   de	   la	   familia	   están	   formadas	   únicamente	  
por	  el	  dominio	  catalítico,	  si	  bien	  hay	  otras,	  como	  la	  NagZ	  de	  Bacillus	  subtilis90,	  que	  contienen	  también	  
el	   dominio	   sándwich	   (β/α)6.	   En	   cualquier	   caso,	   los	   residuos	   catalíticos	   de	   todas	   las	   NagZ	   están	  
presentes	  únicamente	  en	  el	  barril	  (β/α)8.	  	  
Por	   el	   contrario,	   los	   estudios	   realizados	   con	   la	   β-­‐glucosidasa	   de	  H.	   vulgare	   revelaron	   que	   el	  
centro	   activo	   se	   localiza	   entre	   ambos	   dominios81.	   La	   contribución	   de	   diferentes	   dominios	   en	   el	  
suministro	  de	   los	  residuos	  catalíticos	  es	  una	  característica	  muy	   inusual	  dentro	  de	   las	  GH,	  pero	  este	  
fenómeno	   se	   conserva	   en	   los	   miembros	   GH3	   que	   tienen	   dos	   o	   más	   dominios	   (no	   NagZ).	   Así,	   el	  
nucleófilo	  (Asp)	  se	  sitúa	  en	  la	  hebra	  β7	  del	  barril	  (β/α)8,	  mientras	  que	  el	  residuo	  ácido/base	  (Glu)	  se	  
encuentra	  en	  un	  largo	  bucle	  que	  se	  extiende	  desde	  el	  dominio	  sándwich	  (β/α)691.	  
Las	  estructuras	  de	  β-­‐glucosidasas	  y	  β-­‐xilosidasa	  GH3	  conocidas	  hasta	   la	  fecha	  muestran	  que,	  si	  
bien	  el	   sitio	   -­‐1	  está	  generalmente	  conservado,	  existen	   importantes	  diferencias	  en	   los	   residuos	  que	  
configuran	   el	   centro	   activo.	   Así,	   las	   β-­‐glucosidasas	   presentan	   un	   triptófano	   que	   orienta	   el	   primer	  
anillo	  del	   azúcar	   (sitio	  +1),	  mientras	  que	  este	   residuo	  aromático	  está	  ausente	  en	   la	  β-­‐xilosidasa.	  El	  
subsitio	  +1	  es	  muy	  variable	  entre	   las	  distintas	  enzimas,	  aunque	  en	   la	  mayoría	  de	   las	  β-­‐glucosidasas	  
uno	  o	  dos	  residuos	  aromáticos	  forman	  una	  plataforma	  hidrofóbica	  que	  orienta	  el	  segundo	  anillo	  del	  
carbohidrato	  (figura	  1.15).	  
	  
Figura	  1.15.	  Centro	  activo	  de	  una	  β-­‐glucosidasa	  GH3.	  En	   rosa	   se	   resaltan	   los	   residuos	   catalíticos,	  en	  
naranja	   el	   residuo	   aromático	   que	   orienta	   el	   anillo	   de	   glucosa	   en	   el	   subsitio	   -­‐1,	   y	   en	   azul	   el	   residuo	  
aromático	  que	  forma	  la	  plataforma	  hidrofóbica	  del	  subsitio	  +1	  de	  la	  enzima.	  En	  amarillo	  se	  representa	  
una	   molécula	   de	   soforosa	   (Glu-­‐β(1-­‐2)-­‐Glu)	   en	   el	   centro	   activo	   de	   la	   β-­‐glucosidasa	   de	   Rasamsonia	  
emersonii	  (código	  PDB:	  4d0j	  y	  4zo8).	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1.5)	  LA	  BIOTECNOLOGÍA	  ENZIMÁTICA	  
Se	   considera	   Biotecnología	   a	   toda	   “aplicación	   tecnológica	   que	   utilice	   sistemas	   biológicos,	  
organismos	  vivos	  o	  sus	  derivados	  para	  la	  creación	  o	  modificación	  de	  productos	  o	  procesos	  para	  usos	  
específicos”92.	  
El	  trabajo	  de	  la	  Biotecnología	  es	  multidisciplinar	  e	  incluye	  herramientas	  tomadas	  de	  la	  Química,	  
la	   Bioquímica	   y	   la	   Biología	  Molecular.	   Igual	   de	  diversas	   son	   sus	   aplicaciones,	   que	   incluyen	   campos	  
como	  la	  Medicina,	  la	  Agricultura,	  la	  Alimentación	  o	  el	  Medio	  Ambiente.	  Por	  ello,	  la	  Biotecnología	  se	  
ha	   clasificado	  por	   colores,	   que	   representan	   los	   campos	  de	   aplicación.	  Así,	   la	  Biotecnología	  Roja	   se	  
centra	  en	  las	  aplicaciones	  medicas	  y	  farmacéuticas,	  como	  la	  producción	  de	  vacunas	  y	  antibióticos,	  el	  
descubrimiento	   de	   nuevos	   fármacos,	   las	   terapias	   regenerativas	   o	   la	   construcción	   de	   órganos	  
artificiales.	  Mientras,	  la	  Biotecnología	  Blanca	  se	  ocupa	  de	  la	  biocatálisis	  y	  los	  procesos	  industriales	  a	  
gran	  escala,	  como	  la	  producción	  de	  biodiesel,	  la	  síntesis	  de	  fármacos	  o	  la	  producción	  de	  suplementos	  
alimentarios93.	  
La	  Biocatálisis	  se	  ha	  establecido	  como	  una	  técnica	  más	  eficiente	  que	  la	  síntesis	  química	  para	  la	  
producción	   de	   diversos	   compuestos	   orgánicos,	   además	   de	   ser	   una	   tecnología	   respetuosa	   con	   el	  
medio	   ambiente.	   Actualmente,	   incluye	   el	   uso	   de	   microorganismos	   o	   de	   enzimas,	   tanto	   para	  
laboratorio	   como	  para	  escala	   industrial.	   Esta	   técnica	  ha	   sufrido	  una	  gran	   transformación	  desde	   las	  
primeras	  aplicaciones	  de	  extractos	  naturales	  para	  la	  síntesis	  de	  compuestos	  químicos	  hace	  unos	  100	  
años.	  La	  Ingeniería	  Genética,	  la	  tecnología	  del	  control	  y	  la	  transferencia	  del	  ADN	  de	  un	  organismo	  a	  
otro,	  permitió	  aislar	  las	  enzimas	  del	  organismo	  origen.	  Pero	  no	  solo	  eso,	  sino	  que	  también	  permitía	  
modificar	  dichas	  proteínas,	  consiguiendo	  funciones	  mejoradas	  o	   incluso	  nuevas.	  Posteriormente,	   la	  
aparición	  de	   las	  primeras	  estructuras	  de	  proteínas,	  que	  mostraron	   los	  mecanismos	  moleculares	  de	  
acción	   de	   las	   enzimas,	   fueron	   un	   pilar	   importante	   para	   el	   desarrollo	   de	   la	   Ingeniería	   de	   Proteínas	  
hace	  30	  años94.	  
Así,	   al	   principio	   el	   proceso	   se	   diseñaba	   limitado	   por	   las	   características	   enzimáticas.	   En	   la	  
actualidad,	   sin	   embargo,	   es	   la	   enzima	   la	   que	   se	   ajusta	   a	   las	   necesidades	   y	   especificaciones	   del	  
proceso	  catalítico95.	  En	  este	  nuevo	  proceso	  de	  diseño,	  el	   conocimiento	  estructural	  de	   la	  enzima	  es	  
fundamental	  para	  el	  diseño	  racional	  de	  mutaciones.	  
	  
APORTACIÓN	  DE	  LA	  BIOLOGÍA	  ESTRUCTURAL	  A	  LA	  BIOTECNOLOGÍA	  ENZIMÁTICA	  
La	  Biotecnología	  Enzimática	  ha	  permitido	  la	  síntesis	  regio-­‐selectiva	  de	  compuestos	  naturales,	  así	  
como	   la	  producción	  de	  nuevos	  compuestos	  químicos,	  con	  múltiples	  aplicaciones	   farmacéuticas.	  Sin	  
embargo,	  ha	  sido	  durante	  los	  últimos	  10-­‐15	  años	  cuando	  la	  Biotecnología	  Enzimática	  está	  sufriendo	  
su	  mayor	  evolución,	  gracias	  al	  gran	  aumento	  en	  el	  número	  de	  estructuras	  tridimensionales	  resueltas,	  
que	  facilita	  la	  Ingeniería	  de	  Proteínas.	  El	  número	  de	  estructuras	  depositadas	  en	  la	  base	  de	  datos	  de	  
proteínas	  RCSB	  (PDB,	  www.pdb.org)	  ha	  aumentado	  en	  la	  última	  década	  y	  media	  en	  un	  750%.	  A	  fecha	  
de	  escritura	  de	  esta	  tesis,	  el	  RCSB	  PDB	  contiene	  más	  de	  110.000	  estructuras	  de	  proteínas,	  el	  90%	  de	  
las	  cuales	  han	  sido	  resueltas	  por	  Cristalografía	  de	  rayos	  X.	  
Esta	   enorme	   base	   de	   datos	   de	   estructuras	   facilita	   tanto	   el	   diseño	   racional	   como	   la	   evolución	  
dirigida,	   ya	   que	   el	   alineamiento	   de	   estructuras	   de	   proteínas	   relacionadas	   ayuda	   a	   identificar	   las	  
diferencias	  y	  similitudes	  para	  un	  diseño	  más	  preciso	  de	  librerías	  de	  mutantes,	  lo	  que	  se	  conoce	  como	  
diseño	   semi-­‐racional	   de	   proteínas.	   Este	   método	   híbrido	   combina	   las	   ventajas	   del	   diseño	   racional	  
(selección	   de	   puntos	   de	   mutación)	   y	   las	   herramientas	   de	   la	   evolución	   dirigida	   (sustituciones	   de	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residuos	  al	  azar	  mediante	  mutagénesis	  por	  saturación).	  Además,	  otras	  herramientas	  bioinformáticas,	  
como	  la	  generación	  de	  modelos	  estructurales	  bioinformáticos,	  aportan	  herramientas	  muy	  útiles	  para	  
la	  Biotecnología	  Enzimática94.	  	  
Por	  tanto,	  este	  trabajo	  pretende	  contribuir	  al	  avance	  en	  el	  diseño	  más	  eficaz	  de	  biocatalizadores	  
mediante	  el	  análisis	  en	  profundidad	  de	  las	  bases	  moleculares	  de	  la	  especificidad	  de	  cuatro	  enzimas	  
productoras	  de	  oligosacáridos	  bioactivos.	  
Más	  información	  sobre	  la	  metodología	  propia	  de	  la	  Cristalografía	  y	  la	  Cristalización	  de	  proteínas	  
se	  encuentra	  en	  el	  ANEXO	  II.	  Así	  mismo,	  también	  se	  ha	  incluido	  un	  apartado	  sobre	  otras	  técnicas	  de	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El	   objetivo	   general	   del	   trabajo	   es	   avanzar	   en	   el	   esclarecimiento	   de	   los	   mecanismos	   de	  
reconocimiento	   proteína-­‐carbohidrato	   que	   modulan	   la	   especificidad	   de	   glicosidasas	   capaces	   de	  
producir	   oligosacáridos.	   Este	   conocimiento	   es	   la	   base	   fundamental	   para	   realizar,	   de	   manera	  
dirigida	  y	  eficaz,	  la	  ingeniería	  molecular	  de	  enzimas	  con	  fines	  biotecnológicos.	  El	  objetivo	  último	  es	  
producir	  oligosacáridos	  con	  propiedades	  prebióticas,	  diseñados	  específicamente	  para	  manipular	  la	  
microbiota	   intestinal	   del	   individuo,	   lo	   que	   abre	   la	   puerta	   a	   una	   futura	   medicina	   preventiva	  
personalizada.	  	  
	  
Los	  objetivos	  concretos	  del	  trabajo	  son:	  
	  
1. Estudio	   cristalográfico	  de	   la	   invertasa	  de	  Saccharomyces	   cerevisiae,	   una	  enzima	  productora	  de	  
FOS.	  Caracterización	  estructural	  del	  estado	  octamérico	  de	  la	  enzima.	  Análisis	  de	  los	  mecanismos	  
moleculares	  de	  la	  especificidad	  de	  substrato	  y	  caracterización	  de	  su	  actividad.	  Estudio	  del	  papel	  
del	  β-­‐sándwich	  en	  la	  alta	  oligomerización	  de	  esta	  enzima.	  
	  
2. Cristalización	   y	   resolución	   de	   la	   estructura	   del	  mutante	   inactivo	   de	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	  
Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (Phaffia	   rhodozyma),	   libre	   y	   en	   complejo	   con	   distintos	  
fructooligosacáridos.	   Estudio	   de	   los	   elementos	   moleculares	   implicados	   en	   la	   especificidad	   de	  
producción	  de	  FOS	  y	  diseño	  de	  mutantes.	  Caracterización	  de	  su	  actividad	  y	  búsqueda	  de	  nuevos	  
productos	  de	  transglicosilación.	  	  
	  
3. Predicción	   estructural	   de	   la	   α-­‐glucosidasa	   de	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous.	   Caracterización	  
de	  su	  actividad	  y	  análisis	  de	  los	  posibles	  mecanismos	  moleculares	  implicados	  en	  la	  especificidad	  
de	  producción	  de	  IMOS.	  
	  
4. Cristalización	   de	   una	   β-­‐glicosidasa	   de	   metagenoma	   de	   rumen.	   Resolución	   estructural	   de	   la	  
enzima,	   libre	   y	   en	   complejo	   con	   distintos	   β-­‐monosacáridos.	   Análisis	   de	   los	   elementos	  
estructurales	  implicados	  en	  la	  amplia	  especificidad	  hidrolítica	  de	  la	  enzima.	  Estudio	  del	  papel	  del	  
dominio	   extra	   C-­‐terminal	   en	   la	   estabilidad	   enzimática,	   así	   como	   en	   la	   actividad	   y	   en	   la	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3.	  ENZIMAS	  PRODUCTORAS	  DE	  FOS:	  
Invertasa	  de	  S.	  cerevisiae	  y	  
β-­‐Fructofuranosidasa	  de	  	  
X.	  dendrorhous	  
3.1)	  INTRODUCCIÓN	  
Los	   fructanos	   son	   polímeros	   de	   fructosa	   biosintetizados	   a	   partir	   de	   sacarosa	   por	   muchas	  
especies	   de	   microorganismos	   y	   plantas.	   Si	   bien	   su	   principal	   papel	   es	   el	   almacenamiento	   de	  
carbohidratos	  y	   la	  reserva	  de	  energía,	   los	  fructanos	  tienen	  otras	   importantes	  funciones	  fisiológicas.	  
En	  las	  plantas,	  la	  sacarosa	  juega	  un	  papel	  vital	  en	  la	  señalización	  de	  las	  necesidades	  energéticas	  del	  
organismo,	  regulando	  su	  crecimiento	  o	  inhibiendo	  la	  fotosíntesis.	  Así,	  el	  equilibrio	  fructanos-­‐sacarosa	  
marca	   las	  necesidades	  metabólicas	  de	   la	  planta.	  Además,	  algunos	   fructanos,	   como	   los	  graminanos,	  
intervienen	  en	  la	  protección	  de	  las	  plantas	  frente	  a	  condiciones	  adversas	  del	  entorno96.	  Asimismo,	  los	  
fructanos	   están	   implicados	   en	   la	   relación	   entre	   los	   distintos	   reinos.	   En	   las	   bacterias,	   los	   fructanos	  
actúan	   a	   modo	   de	   barrera	   física,	   que	   reduce	   el	   estrés	   al	   tiempo	   que	   asisten	   en	   la	   colonización	  
microbiana97.	  Esta	  simbiosis	  también	  se	  podría	  observar	  entre	  las	  levaduras	  que	  viven	  en	  la	  materia	  
vegetal.	  Es	  por	  este	  papel	  fundamental	  en	  el	  metabolismo	  de	  los	  microorganismos	  y	  las	  plantas	  que	  
el	   estudio	   estructural	   de	   las	   enzimas	   que	   modifican	   fructanos	   es	   de	   gran	   relevancia	   y	   tiene	  
importantes	  implicaciones	  en	  procesos	  biológicos	  esenciales.	  
La	  degradación	  de	  fructanos	  y	  la	  producción	  de	  fructooligosacáridos	  (FOS)	  es	  llevada	  a	  cabo	  por	  
enzimas	   pertenecientes	   a	   las	   familias	   de	   glicosil	   hidrolasas	   GH32	   y	   GH6898.	   A	   pesar	   de	   su	   baja	  
similitud	   de	   secuencia	   (<15%	   identidad),	   estas	   dos	   familias	   comparten	   un	  mismo	   plegamiento	   del	  
centro	  activo	  y	  el	  mismo	  mecanismo	  de	  acción,	  por	  ello	  están	  incluidas	  dentro	  del	  mismo	  clan	  GH-­‐J.	  
Las	  GH68,	  formadas	  sólo	  por	  el	  dominio	  catalítico,	  agrupan	  las	  fructan	  hidrolasas	  de	  bacteria,	  tanto	  
las	   levansucrasas	   y	   las	   inulosucrasas,	   como	   las	   invertasas58.	   Sin	   embargo,	   las	   enzimas	  de	   la	   familia	  
GH32,	  que	  agrupan	  enzimas	  de	  eucariotas	  y	  bacterias	  con	  actividad	  fructosil	  hidrolasa	  o	  transferasa,	  
presentan,	   además	   del	   dominio	   catalítico,	   un	   domino	   adyacente	   β-­‐sándwich.	   Este	   dominio	   C-­‐
terminal	   está	   directamente	   implicado	   en	   la	   oligomerización	   de	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	   S.	  
occidentalis	  (SoFfase),	  la	  primera	  estructura	  dimérica	  resuelta	  de	  la	  familia	  GH3260.	  La	  resolución	  de	  
esta	  estructura	  mostró	  además	  que	  el	  β-­‐sándwich	  tiene	  un	  papel	  fundamental	  en	  el	  reconocimiento	  
del	  substrato.	  
En	  cuanto	  a	  la	  síntesis	  industrial	  de	  FOS,	  estos	  prebióticos	  se	  pueden	  producir	  por	  la	  acción	  de	  
fructosil	   transferasas	   (FT)	   o	   fructosil	   hidrolasas	   (FH).	   Las	   FT	   producen	   una	   mezcla	   de	  
fructooligosacáridos	  con	  distinto	  grado	  de	  polimerización	  (de	  3-­‐6	  unidades,	  pudiendo	  llegar	  hasta	  10-­‐
15	   unidades)99.	   Habitualmente,	   presentan	   preferencia	   por	   un	   tipo	   de	   substrato,	   aunque	   algunas	  
pueden	  usar	   como	  aceptores	   fructanos	   tipo	   inulina	  o	   tipo	   levano,	   como	   la	   fructosil	   transferasa	  de	  
Pachysandra	   terminalis100.	  Análogamente,	  el	  producto	  que	  generan	   suele	   contener	   sólo	  un	   tipo	  de	  
enlace.	  
En	  condiciones	  de	  exceso	  de	  substrato,	  las	  FH	  también	  presentan	  actividad	  transfructosilasa.	  La	  
ventaja	  es	  que	  generan	  un	  producto	  menos	  heterogéneo,	  y	  con	  un	  menor	  grado	  de	  polimerización,	  
siendo	   los	   trisacáridos	   los	   productos	   principales58.	   En	   cuanto	   al	   tipo	   de	   enlace	   generado,	   se	   han	  
descrito	  FH	  con	  capacidad	  de	  generar	  FOS	  con	  enlaces	  β(2-­‐1)	  o	  β(2-­‐6)34.	  No	  obstante,	   la	   ingeniería	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enzimática	   ha	   permitido	   el	   diseño	   de	   mutantes	   que	   mejoran	   la	   especificidad	   de	   la	   actividad	  
transferasa	  produciendo	  casi	  exclusivamente	  un	  tipo	  de	  FOS101.	  	  
Hasta	  la	  fecha	  de	  escritura	  de	  este	  manuscrito,	  se	  han	  resuelto	  14	  estructuras	  tridimensionales	  
de	  la	  familia	  GH32,	  (www.cazy.org/GH32_structure.html)	  todas	  por	  cristalografía	  de	  rayos	  X,	  siendo	  
las	  estructuras	  presentadas	  en	  este	  trabajo	  las	  dos	  últimas	  resueltas.	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3.2)	  TRABAJO	  DE	  INVESTIGACIÓN	  #1	  
Three-­‐Dimensional	  Structure	  of	  Saccharomyces	  Invertase.	  Role	  of	  a	  Non-­‐
Catalytic	  Domain	  in	  Oligomerization	  and	  Substrate	  Specificity.	  
	  
M.	  Ángela	  Sainz-­‐Polo‡,	  Mercedes	  Ramírez-­‐Escudero‡,	  Álvaro	  Lafraya,	  Beatriz	  González,	  Julia	  
Marín-­‐Navarro,	  Julio	  Polaina	  and	  Julia	  Sanz-­‐Aparicio.	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‡	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  autores	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DOI:	  10.1074/jbc.M112.446435	  
Código	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Interés	  de	  la	  investigación:	  
La	  invertasa	  de	  Saccharomyces	  cerevisiae	  (ScInv)	  es	  la	  enzima	  que	  degrada	  la	  sacarosa	  o	  azúcar	  
común,	   ampliamente	   utilizada	   en	   la	   industria.	   Además,	   fue	   una	   de	   las	   primeras	   enzimas	  
aisladas,	   por	   lo	   que	  ha	   constituido	   el	  modelo	   clásico	   usado	   en	   los	   laboratorios	   de	   bioquímica	  
conduciendo,	  por	  ejemplo,	  a	  la	  formulación	  del	  modelo	  cinético	  de	  Michaelis-­‐Menten	  en	  1913.	  
A	   pesar	   de	   sus	   numerosas	   aplicaciones	   y	   su	   importancia	   histórica,	   su	   estructura	   era	  
desconocida.	  
ScInv	  es	  capaz	  de	  producir	  FOS	  con	  enlaces	  β(2-­‐6),	  los	  cuales	  son	  de	  interés	  creciente	  dado	  que	  
se	  ha	  descrito	  una	  mejor	  actividad	  prebiótica,	  en	  comparación	  a	  los	  clásicos	  β(2-­‐1)-­‐FOS.	  Por	  ello,	  
conocer	  su	  estructura	  en	  detalle	  es	  esencial	  para	  caracterizar	  los	  mecanismos	  de	  producción	  de	  
6F-­‐FOS.	  
Por	  otra	  parte,	  diversos	  estudios	  mostraron	  la	  existencia	  de	  distintos	  estados	  oligoméricos	  en	  las	  
formas	   intra/extra	   celular	  de	   ScInv,	   lo	   cuál	   fue	   corroborado	  por	   experimentos	  de	  microscopía	  
electrónica.	  Por	  tanto,	  la	  resolución	  estructural	  de	  ScInv	  puede	  explicar	  también	  los	  mecanismos	  
implicados	  en	  la	  oligomerización	  de	  las	  enzimas	  de	  levadura	  de	  la	  familia	  GH32.	  
	  
Los	  objetivos	  de	  este	  trabajo	  fueron:	  
• Establecer	  las	  condiciones	  óptimas	  de	  cristalización	  y	  difracción	  de	  ScInv.	  
• Resolver	  la	  estructura	  tridimensional	  de	  ScInv.	  
• Interpretar	   los	   datos	   estructurales	   y	   bioquímicos	   obtenidos,	   analizar	   los	   complejos	  
realizados	   mediante	   docking,	   e	   investigar	   la	   funcionalidad	   e	   implicación	   de	   los	   distintos	  
bucles	  del	  centro	  activo	  en	  el	  mecanismo	  de	  acción	  de	  ScInv.	  
• Estudiar	  las	  bases	  moleculares	  implicadas	  en	  la	  oligomerización.	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• Investigar	  el	  papel	  que	  tiene	  el	  β-­‐sándwich	  en	  la	  oligomerización	  y	  en	  la	  especificidad	  de	  la	  
actividad	  de	  ScInv.	  
• Interpretar	  las	  formas	  octaméricas	  intracelulares	  y	  extracelulares	  de	  ScInv.	  
	  
Las	  conclusiones	  de	  esta	  investigación	  son:	  
• El	  monómero	  y	  el	  dímero	  de	  ScInv	  son	  muy	  similares	  a	  los	  observados	  previamente	  en	  la	  β-­‐
fructofuranosidasa	   de	   Schwanniomyces	   occidentalis	   (SoFfase).	   Sin	   embargo,	   la	   diferente	  
secuencia	   en	   la	   hebra	   β1-­‐β2	   del	   dominio	   β-­‐sándwich	   es	   responsable	   de	   la	   existencia	   de	  
estados	  de	  oligomerización	  superiores	  en	  ScInv.	  
• ScInv	  genera	  dos	  tipos	  de	  octámeros,	  uno	  extracelular	  abierto,	  con	  forma	  de	  herradura,	  y	  
otro	  intracelular	  cerrado.	  El	  octámero	  se	  genera	  través	  de	  la	  extensión	  de	  la	  lámina	  beta	  del	  
dominio	  β-­‐sándwich.	  
• En	  el	  octámero	   intracelular	  de	  ScInv,	  mejor	  descrito	   como	   tetrámero	  de	  dímeros,	  existen	  
dos	  tipos	  de	  dímeros:	  abierto	  y	  cerrado.	  
• A	   pesar	   de	   que	   ScInv	   y	   SoFfase	   comparten	   una	   alta	   identidad	   de	   secuencia	   y	   presentan	  
dímeros	   semejantes,	   sus	   perfiles	   de	   actividad	   son	  distintos.	  Mientras	   que	   SoFfase	   exhibe	  
actividad	   invertasa	   e	   inulinasa,	   la	   configuración	   octamérica	   de	   ScInv	   impide	   el	  
reconocimiento	  de	   fructooligosacáridos	   con	  más	  de	  3-­‐4	  unidades,	   presentando	  por	   tanto	  
actividad	  esencialmente	  invertasa.	  
	  
La	  autora	  de	  esta	  tesis	  ha	  realizado:	  
• Análisis	  de	  los	  estados	  de	  oligomerización	  de	  ScInv	  bajo	  distintos	  tratamientos	  (calor,	  urea,	  
alta	   salinidad,	  dilución	  de	   la	  proteína	  y	  variación	  del	  pH),	   y	   su	  posterior	  examen	  en	  geles	  
PAGE	  para	  analizar	  la	  distribución	  de	  los	  posibles	  estados	  oligoméricos	  en	  cada	  muestra.	  	  
• Análisis	  de	  la	  actividad	  en	  todos	  los	  estados	  oligoméricos	  mediante	  zimograma.	  
• Estudio	   del	   papel	   del	   β-­‐sándwich	   en	   la	   determinación	   del	   estado	   de	   oligomerización.	  
Análisis	   secuencial	   de	   distintas	   invertasas	   y	   β-­‐fructofuranosidasas,	   y	   de	   los	   patrones	   de	  
oligomerización	  de	  las	  enzimas	  de	  levadura	  (SoFfase	  y	  ScInv).	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3.3)	  TRABAJO	  DE	  INVESTIGACIÓN	  #2	  
Structural	  Analysis	  of	  β-­‐Fructofuranosidase	  from	  Xanthophyllomyces	  
dendrorhous	  Reveals	  Unique	  Features	  and	  the	  Crucial	  Role	  of	  N-­‐Glycosylation	  
in	  Oligomerization	  and	  Activity.	  
	  
Mercedes	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  María	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Interés	  de	  la	  investigación:	  
La	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (XdInv)	   es	   una	   enzima	   altamente	  
glicosilada,	   cuyas	   N-­‐glicosilaciones	   suponen	   casi	   el	   50%	   de	   la	   masa	   molecular	   de	   la	   enzima.	  
Además,	   presenta	   inserciones	   importantes	   respecto	   a	   las	   enzimas	   descritas,	   definiendo	   un	  
subgrupo	  dentro	  de	   la	   familia	  GH32.	   Por	   tanto,	   su	  estudio	  estructural	   revelará	  determinantes	  
estructurales	  únicos	  comunes	  a	  este	  subgrupo.	  
XdInv	   es	   capaz	   de	   producir	   FOS	   con	   enlaces	   β(2-­‐6)	   de	   tipo	   neo-­‐FOS,	   compuestos	   muy	  
interesantes	  por	   sus	  altas	  capacidades	  bifidogénicas.	   La	  producción	  de	  neo-­‐FOS	  es	   la	  más	  alta	  
reportada	  hasta	  la	  fecha.	  Además,	  esta	  enzima	  es	  capaz	  de	  producir	  hetero-­‐FOS	  a	  partir	  de	  otros	  
aceptores	  distintos	  de	   la	  sacarosa.	  Por	  ello,	   la	   resolución	  de	  su	  estructura	  y	  su	  caracterización	  
molecular	  es	  vital	  para	  elucidar	  el	  mecanismo	  enzimático,	  así	  como	  para	  diseñar	  variantes	  que	  
puedan	  producir	  nuevos	  FOS	  más	  eficientes.	  
	  
Los	  objetivos	  de	  este	  trabajo	  fueron:	  
• Cristalizar	  la	  β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  nativa.	  
• Establecer	  las	  condiciones	  óptimas	  de	  cristalización	  y	  difracción	  del	  mutante	  inactivo	  de	  la	  
β-­‐fructofuranosidasa	   de	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (XdInvD80A)	   en	   complejo	   con	  
sacarosa,	  1-­‐kestosa,	  nistosa,	  neokestosa,	  neoerlosa,	  rafinosa,	  Fru-­‐HEPES	  y	  Fru-­‐BTpro.	  
• Resolver	  la	  estructura	  tridimensional	  de	  XdInv,	  así	  como	  de	  XdInvD80A	  y	  sus	  complejos.	  
• Interpretar	  los	  datos	  estructurales	  y	  bioquímicos	  obtenidos	  de	  los	  complejos,	  e	  investigar	  la	  
funcionalidad	  de	  los	  distintos	  bucles	  del	  centro	  activo	  en	  el	  mecanismo	  de	  acción	  de	  XdInv.	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• Analizar	  el	  papel	  de	  la	  extensión	  del	  dominio	  C-­‐terminal	  y	  del	  loop	  TIV	  en	  la	  actividad	  y	  en	  la	  
especificidad	  de	  substrato.	  
• Estudiar	  los	  determinantes	  moleculares	  que	  generan	  el	  dímero	  de	  XdInv.	  
• Examinar	  el	  papel	  que	  tiene	  el	  β-­‐sándwich	  en	  la	  oligomerización	  y	  en	  la	  especificidad	  de	  la	  
actividad	  de	  XdInv.	  
• Analizar	  el	  papel	  del	  dímero	  en	  la	  degradación	  de	  polisacáridos	  ramificados	  mixtos.	  
	  
Las	  conclusiones	  de	  esta	  investigación	  son:	  
• El	   monómero	   de	   XdInv	   presenta	   un	   plegamiento	   similar	   al	   resto	   de	   enzimas	   GH32	  
resueltas.	   Sin	   embargo,	   contiene	   dos	   segmentos	   extendidos	   en	   los	   extremos	   N-­‐	   y	   C-­‐
terminal,	  con	   importantes	   implicaciones	  estructurales	  y	  funcionales.	  Además,	  presenta	  un	  
mayor	  grado	  de	  glicosilación,	  con	  17	  puntos	  de	  N-­‐glicosilación.	  
• XdInv	   también	   es	   una	   enzima	   dimérica,	   como	   las	   otras	   dos	   enzimas	   GH32	   de	   levadura,	  
resueltas	  en	  nuestro	  grupo.	  Sin	  embargo,	  el	  dímero	  presenta	  una	  topología	  única	  que	  sitúa	  
ambos	  centros	  activos	  en	  la	  misma	  cara	  y	  conectados	  por	  una	  hendidura.	  
• Esta	   disposición	   de	   los	   bolsillos	   catalíticos	   permitiría	   la	   degradación	   de	   fructanos	  mixtos	  
ramificados	  como	  el	  graminano.	  
• El	  dímero	  se	  forma	  a	  través	  de	  la	  N-­‐glicosilación	  presente	  en	  la	  Asn107	  y	  de	  la	  extensión	  C-­‐
terminal	  del	  dominio	  β-­‐sándwich,	  que	  se	  pliega	  sobre	  el	  dominio	  catalítico	  y	  está	  implicada	  
tanto	  en	  la	  oligomerización	  como	  en	  la	  actividad.	  
• El	  bolsillo	  catalítico	  está	   formado	  por	  el	  dominio	  β-­‐propeller	   y	   rodeado	  por	  el	  extremo	  C-­‐
terminal	  del	  dominio	  β-­‐sándwich	  del	  mismo	  monómero.	  El	  centro	  activo	  presenta	  dos	  sitios	  
de	  unión	  de	  substrato,	  uno	  polar	  que	  une	  substratos	  tipo	  inulina	  y	  otro	  hidrofóbico	  que	  une	  
los	  substratos	  tipo	  levano.	  
	  
La	  autora	  de	  esta	  tesis	  ha	  realizado:	  
• Desglicosilación	  del	  mutante	  inactivo	  XdInvD80A.	  
• Cristalización	  de	  XdInvD80A	  y	  experimentos	  de	  soaking	  de	  sus	  complejos.	  
• Toma	  de	  datos	  de	  difracción	  en	  varias	  instalaciones	  de	  radiación	  sincrotrón	  europeas.	  
• Determinación	  de	  la	  estructura	  tridimensional	  de	  la	  enzima	  inactivada	  en	  complejo	  con	  los	  
distintos	  ligandos.	  
• Interpretación	  de	  los	  resultados	  cristalográficos	  obtenidos.	  
• Estudio	  del	  papel	  de	  la	  oligomerización	  en	  la	  especificidad	  de	  substrato	  de	  XdInv.	  
• Definición	  de	   los	  determinantes	  moleculares	   implicados	  en	  cada	  sitio	  de	  unión	  del	  centro	  
activo	  de	  XdInv.	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3.4)	  MATERIAL	  INÉDITO	  
Con	  el	  objetivo	  de	  avanzar	  en	  el	  conocimiento	  del	  mecanismo	  de	  acción	  de	  ScInv,	  se	  intentaron	  
obtener	   cristales	   de	   mejor	   calidad	   para	   aumentar	   la	   resolución	   de	   los	   datos	   de	   difracción.	   Sin	  
embargo,	   tras	   muchos	   intentos	   y	   la	   aplicación	   de	   distintas	   técnicas	   de	   cristalización,	   los	   mejores	  
datos	   de	   difracción	   son	   los	   reportados	   en	   el	   primer	   trabajo	   de	   investigación	   (3,3	   Å).	  
Desafortunadamente,	   esta	   resolución	   no	   es	   adecuada	   para	   el	   análisis	   detallado	   de	   complejos	  
enzima-­‐substrato.	  
En	  el	   caso	  de	   la	  XdInv	   sin	   embargo,	   sí	   se	   analizaron	  diversos	   complejos	   enzima-­‐ligando.	   Estos	  
resultados	  mostraron	  que	  el	  centro	  activo	  de	  XdInv	  tiene	  dos	  sitios	  de	  unión	  a	  substrato,	  uno	  polar	  
dirigido	  hacia	  el	  bucle	  TIV,	  y	  otro	  hidrofóbico,	  definido	  esencialmente	  por	  el	  Trp105	  y	  el	  extremo	  C-­‐
terminal.	   Además,	   se	   encontraron	   dos	   complejos	   ternarios	   (Fru-­‐HEPES	   y	   Fru-­‐BTpro),	   donde	   las	  
moléculas	  de	  HEPES	  y	  Bis-­‐Tris	  propano	  mimetizan	  la	  posición	  de	  un	  posible	  substrato	  aceptor.	  Estos	  
resultados	   resaltan	   la	   amplia	   especificidad	   del	   centro	   activo	   de	   XdInv	   y,	   por	   tanto,	   su	   potencial	  
versatilidad	  en	  la	  síntesis	  de	  nuevos	  fructo-­‐conjugados.	  Además,	  los	  primeros	  análisis	  de	  los	  cristales	  
obtenidos	  de	   la	  proteína	  nativa	  mostraron	   la	  presencia	  de	  un	   ligando	  cuya	  existencia	  sólo	  se	  podía	  
explicar	   como	   un	   hipotético	   producto	   de	   fructosilación	   de	   la	   maltosa	   procedente	   del	   medio	   de	  
cultivo.	   Todo	   ello	   sugirió	   una	   serie	   de	   experimentos	   dirigidos	   a	   explorar	   posibles	   aceptores	   que	  
condujeran	  a	  la	  obtención	  de	  neo-­‐FOS	  y	  otros	  novedosos	  compuestos	  bioactivos.	  
Así,	   en	   primer	   lugar,	   se	   intentó	   cristalizar	   el	   complejo	   ternario	   entre	   el	   donador	   fructosa	   y	  
distintos	   compuestos	   que	   demostraron	   actuar	   como	   aceptores35	   como	   la	   isomaltulosa,	   la	  
maltotetraosa,	  la	  maltotriosa,	  la	  maltosa,	  la	  isomaltosa,	  la	  rafinosa	  y	  la	  trehalosa.	  En	  ninguno	  de	  los	  
casos	   se	  obtuvo	  el	   complejo	   ternario	   (fructosa	  +	   substrato	  aceptor).	  Para	  evitar	   la	   interferencia	  de	  
moléculas	   como	   HEPES	   y	   Bis-­‐Tris	   propano,	   se	   optimizaron	   las	   condiciones	   de	   cristalización	   para	  
obtener	  cristales	  en	  ausencia	  de	  tampón.	  Así,	  se	  crecieron	  los	  cristales	  en	  menor	  cantidad	  de	  citrato	  
de	  sodio	  a	  pH	  neutro,	  y	  en	  ausencia	  de	  solución	  tamponadora	  (1,1-­‐1,2	  M	  citrato	  de	  sodio	  pH	  6,8),	  y	  
se	   repitieron	   los	   ensayos	   de	   soaking.	   Primero,	   los	   cristales	   fueron	   pre-­‐incubados	   en	   solución	  
precipitante	   suplementada	   con	   20	   mM	   fructosa.	   Luego,	   los	   cristales	   se	   sumergieron	   en	   solución	  
precipitante	  suplementada	  con	  50-­‐150	  mM	  de	   los	  distintos	  aceptores	  antes	  enunciados.	  Asimismo,	  
se	   intentaron	  obtener	   los	  complejos	  por	  co-­‐cristalización	  de	   la	  proteína	  con	  fructosa	  y	   los	  distintos	  
aceptores.	   Sin	   embargo,	   ninguno	   de	   estos	   experimentos	   condujo	   a	   la	   obtención	   de	   complejos	  
ternarios.	  
Por	   otra	   parte,	   estudiamos	   el	   papel	   de	   otras	  moléculas	   que	   no	   funcionaban	   como	   aceptores	  
pero	   que,	   en	   algunos	   casos,	   mostraron	   actividad	   inhibitoria35.	   Para	   ello,	   se	   realizaron	   ensayos	   de	  
soaking	   con	   50-­‐100	   mM	   celobiosa	   o	   lactulosa,	   obteniendo	   sólo	   el	   complejo	   XdInvD80A-­‐lactulosa	  
(figura	  3.1).	  La	  lactulosa	  se	  sitúa	  desplazada	  de	  la	  forma	  canónica	  de	  los	  substratos	  (definido	  por	  la	  
sacarosa).	  Concretamente,	  el	  residuo	  de	  fructosa	  de	  la	  lactulosa	  se	  sitúa	  en	  la	  posición	  que	  ocupa	  el	  
enlace	  glicosídico	  de	  la	  sacarosa,	  y	  la	  unidad	  de	  glucosa	  se	  sitúa	  mediante	  interacción	  hidrofóbica	  por	  
apilamiento	  con	  Trp105.	  Además,	  la	  lactulosa	  se	  estabiliza	  con	  nuevos	  contactos	  con	  residuos	  que	  no	  
estaban	   implicados	  en	  el	   reconocimiento	  de	  substratos	  ni	  productos	  (Gln97,	  Asn79	  y	  Arg220),	  y	  no	  
interacciona	  con	  His343,	  ni	  con	  el	  bucle	  TII	  o	  el	  extremo	  C-­‐terminal.	  Su	  unión	  bloquea	  la	  entrada	  de	  
substratos	  en	  el	  centro	  activo,	  explicando	  la	  actividad	  de	  la	  lactulosa	  como	  inhibidor	  de	  la	  actividad	  
de	  XdInv.	  
Asimismo,	   se	   intentó	   estudiar	   si	   XdInv	   presenta	   subsitios	   de	   unión	   adicionales	   a	   los	  
caracterizados	  en	  los	  primeros	  complejos	  descritos.	  Para	  ello	  se	  incubaron	  los	  cristales	  con	  polímeros	  
como	   inulina,	   levano	   o	   fructano	   de	   ágave.	   Sin	   embargo,	   en	   el	   centro	   activo	   sólo	   se	   encontró	   una	  
molécula	  de	  sacarosa,	   fructosa	  o	  1-­‐kestosa,	   respectivamente.	   Los	  polímeros	  comerciales	  contienen	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pequeñas	  trazas	  de	  subproductos	  más	  cortos	  que,	  claramente,	  son	  más	  afines	  que	  los	  polisacáridos	  
en	  el	  centro	  activo	  de	  XdInv.	  Alternativamente,	  se	  obtuvo	  el	  complejo	  XdInvD80A	  con	  frucosil-­‐nistosa	  
(GF4).	  	  
	  
Figura	  3.1.	  Estructura	  de	  XdInv	  en	  complejo	  con	  sacarosa	  (amarillo)	  y	  lactulosa	  (azul).	  Vista	  del	  centro	  
activo	  donde	  se	  muestran	  los	  residuos	  más	  relevantes	  con	  los	  que	  el	  inhibidor	  lactulosa	  interacciona.	  
En	  verde	  se	  resaltan	  los	  bucles	  implicados	  en	  la	  especificidad	  de	  substrato	  de	  XdInv,	  y	  en	  morado	  los	  
residuos	  catalíticos.	  	  
En	   la	   figura	   3.2	   se	   muestra	   la	   disposición	   de	   este	   ligando	   en	   el	   centro	   activo	   de	   XdInv,	   en	  
comparación	  con	   la	  disposición	  de	   la	  nistosa.	  Como	  se	  puede	  observar,	   la	  conformación	  de	  ambos	  
substratos	   así	   como	   la	   disposición	   de	   sus	   subunidades	   en	   los	   subsitios	   +3	   y	   +4	   es	   distinta.	   Sin	  
embargo,	  es	   interesante	  que	   los	  dos	  substratos	  se	  acomodan	  esencialmente	  por	   interacción	  con	  el	  
bucle	  TIV	  ,	  lo	  cual	  confirma	  que	  este	  sitio	  polar	  es	  el	  sitio	  de	  unión	  de	  substratos	  tipo	  inulina	  o	  1F-­‐FOS.	  
Además,	  el	  anillo	  terminal	  del	  extremo	  reductor	  de	  ambos	  substratos	  se	  sitúa	  en	  una	  posición	  muy	  
similar.	   Esto	   parece	   indicar	   que	   XdInv	   podría	   tener	   cuatro	   subsitios	   de	   unión	   frente	   al	   polímero	  
inulina,	   aunque	   la	   plasticidad	   de	   su	   bolsillo	   catalítico	   permite	   la	   existencia	   de	   más	   subsitios	   para	  
acomodar	   oligosacáridos	   de	   tamaño	   medio,	   como	   la	   fructosil-­‐nistosa,	   que	   presentan	   libertad	  
conformacional.	  	  
	  
Figura	   3.2.	   Comparación	   de	   la	   disposición	   de	   la	   nistosa	   y	   la	   fructosil-­‐nistosa	   en	   el	   centro	   activo	   de	  
XdInv.	  A	  la	  izquierda,	  se	  muestra	  una	  vista	  frontal	  de	  la	  cavidad	  de	  XdInv	  con	  ambos	  substratos	  en	  el	  
centro	   catalítico.	   En	   rosa	   se	   indican	   el	   bucle	   TIV	   (izda.)	   y	   el	   C-­‐terminal	   de	   la	   enzima	   (dcha.).	   A	   la	  
derecha,	  se	  presenta	  una	  vista	  lateral	  de	  la	  conformación	  de	  la	  fructosil-­‐nistosa	  (amarillo)	  y	  la	  nistosa	  
(azul).	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Por	  último,	  se	  están	  llevando	  a	  cabo	  otros	  experimentos	  de	  cristalización	  para	  explorar	  nuevas	  
capacidades	  de	  transfructosilación	  de	  XdInv.	  Para	  ello,	  se	  han	  realizado	  soakings	  de	  los	  cristales	  en	  la	  
solución	  precipitante	  suplementada	  con	  fructosa	  y	  distintos	  compuestos	  como	  polialcoholes	  (xilitol	  y	  
sorbitol),	   antibióticos	   (estreptomicina,	   kanamicina,	   neomicina	   y	   tobramicina)	   o	   antioxidantes	  
(hidroquinona,	   resveratrol,	   catecol,	   EGCG,	   procianidina,	   quercetina,	   hidroxitirosol	   y	   p-­‐nitrofenol).	  
Hasta	  la	  fecha,	  sólo	  se	  han	  obtenido	  complejos	  ternarios	  con	  algunos	  fenoles	  antioxidantes,	  como	  la	  
hidroquinona	  y	  el	  catecol.	  Datos	  preliminares	  muestran	  que,	  aunque	  ambas	  moléculas	  se	  posicionan	  
mediante	   interacción	   por	   apilamiento	   con	   Trp105,	   el	   catecol	   actúa	   como	   un	   inhibidor	   de	   XdInv,	  
mientras	  que	  la	  hidroquinona	  es	  substrato	  aceptor.	  Por	  otra	  parte,	  dada	  su	  similitud	  molecular	  con	  el	  
HEPES,	  se	  seleccionó	  el	  hidroxitirosol	  como	  un	  posible	  substrato	  aceptor.	  Es	  interesante	  destacar	  que	  
los	   ensayos	   preliminares	   confirman	   esta	   hipótesis	   y	   actualmente	   hemos	   obtenido	   el	   complejo	   de	  
XdInv	   con	   este	   glicoderivado.	   Sorprendentemente,	   el	   fragmento	   del	   hidroxitirosol	   se	   estabiliza	  
únicamente	   por	   interacciones	   con	   el	   bucle	   TII.	   Actualmente,	   estamos	   realizando	   ensayos	   de	  
cristalización	   con	   otros	   antioxidantes,	   además	   de	   pruebas	   de	   caracterización	   bioquímica	   para	  
completar	  estos	  estudios	  (figura	  3.3).	  
	  
Figura	  3.3.	  Comparación	  de	  la	  disposición	  de	  los	  distintos	  antioxidantes	  en	  el	  centro	  activo	  de	  XdInv.	  A	  
la	   izquierda,	   los	   complejos	   ternarios	   fructosa	   y	   catecol	   (en	   amarillo)	   y	   fructosa	   e	   hidroquinona	   (en	  
azul).	  A	  la	  derecha,	  el	  producto	  fructosil-­‐hidroxitirosol.	  En	  rosa	  se	  indican	  el	  bucle	  TIV	  y	  el	  segmento	  C-­‐
terminal	  de	  la	  enzima.	  
Simultáneamente,	  se	  están	  realizando	  experimentos	  con	  mutantes	  puntuales	  del	  bucle	  TIV	  de	  la	  
enzima	  XdInv,	  diseñados	  con	  el	  objetivo	  de	  intentar	  incrementar	  la	  actividad	  transfructosilasa	  para	  la	  
producción	   de	   FOS,	   su	   especificidad	   por	   determinados	   productos,	   así	   como	  mejorar	   la	   síntesis	   de	  
bioconjugados	  (figuras	  3.1	  y	  3.3).	  
En	  paralelo	  a	   los	  ensayos	  de	  producción	  de	  bioconjugados	  con	  XdInv	   también	  se	  ha	   trabajado	  
con	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	   Schwanniomyces	   occidentalis	   (SoFfase)	   para	   la	   síntesis	   de	   fructo-­‐
conjugados,	  principalmente,	  la	  síntesis	  de	  fructosil-­‐alditoles.	  Al	  igual	  que	  procedimos	  con	  la	  XdInv,	  se	  
intentó	   obtener	   los	   complejos	   ternarios	   con	   fructosa	   y	   distintos	   alditoles,	   como	  manitol,	   sobitol	   y	  
xilitol,	   así	   como	   con	   los	   disacáridos	   trehalosa	   y	   lactosa,	   pero	   no	   se	   obtuvieron	   resultados.	  
Recientemente	  se	  ha	  obtenido	  el	  complejo	  SoFfase	  con	  el	  producto	  de	  transfructosilación	  fructosil-­‐
eritritol	   (figura	  3.4).	  Próximos	  experimentos	  de	  cristalización	  proporcionarán	  nuevos	  datos	  sobre	   la	  
capacidad	  de	  sintetizar	  bioconjugados	  por	  parte	  de	  esta	  enzima.	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Figura	  3.4.	  La	  β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Schwanniomyces	  occidentalis	  en	  complejo	  con	  fructosil-­‐eritritol.	  
En	   azul	   se	  muestra	   el	  monómero	  A	   y	   en	  naranja	   el	  monómero	  B	   (color	   oscuro,	   dominios	   catalítico;	  
color	  claro,	  β-­‐sándwich).	  A	  la	  derecha	  se	  muestra	  una	  vista	  ampliada	  del	  centro	  activo.	  En	  amarillo	  se	  
representa	  una	  molécula	  de	  fructosil-­‐eritritol.	  
	  
3.5)	  DISCUSIÓN	  
Los	  trabajos	  aquí	  presentados	  proporcionan	  información	  muy	  útil	  para	  entender	  mejor	  las	  bases	  
moleculares	  de	  la	  actividad	  de	  las	  enzimas	  que	  modifican	  fructanos.	  En	  general,	  puede	  considerarse	  
que	  la	  especificidad	  de	  substrato	  de	  los	  miembros	  de	  la	  familia	  GH32	  está	  regulada	  a	  tres	  niveles102.	  
El	   primer	  nivel	   está	  determinado	  por	   la	   secuencia	  de	  aminoácidos.	   Por	  una	  parte,	   aunque	   los	  
monómeros	   son	   similares	   en	   sus	   estructuras	   secundarias,	   muestran	   diferencias	   en	   la	   longitud	   y	  
conformación	  de	  los	  bucles	  que	  constituyen	  el	  centro	  activo,	  lo	  que	  conlleva	  cambios	  en	  la	  anchura	  y	  
profundidad	  de	   los	  bolsillos	  catalíticos62.	  Es	  por	  ello	  que,	  dentro	  de	   la	  familia	  GH32	  existen	  endo-­‐	  y	  
exo-­‐hidrolasas	   (figura	   3.5.A).	   Por	   otra	   parte,	   los	   alineamientos	   de	   secuencia	   de	   los	   distintos	  
miembros	   GH32	   revelan	   la	   baja	   identidad	   de	   estos	   bucles	   del	   centro	   activo,	   exhibiendo	   distinta	  
distribución	  de	  carga	  en	  la	  cavidad	  catalítica102.	  Estos	  cambios	  determinan	  el	  tipo	  de	  actividad	  de	  la	  
enzima.	  En	  la	  figura	  3.5.B	  se	  muestran	  las	  diferencias	  en	  carga,	  anchura	  y	  profundidad	  de	  los	  bolsillos	  
catalíticos	  de	  las	  enzimas	  GH32	  de	  levadura.	  
Por	   otra	   parte,	   mutaciones	   puntuales	   en	   los	   subsitios	   +1	   y/o	   +2	   de	   determinados	   residuos,	  
pueden	   promover	   productos	   únicos	   o,	   incluso,	   nuevas	   especificidades.	   Un	   ejemplo	   claro	   son	   las	  
mutaciones	   llevada	   a	   cabo	   en	   SoFfase	   por	   nuestro	   grupo,	   a	   partir	   del	   análisis	   de	   complejos	   de	   la	  
enzima	   con	   sus	   substratos	   y/o	   productos101	   (figura	   3.6).	   Mientras	   el	   mutante	   Q228V	   produce	  
específicamente	   6-­‐kestosa,	   la	   mutación	   N254T	   genera	   una	   mezcla	   de	   productos	   entre	   los	   que	   se	  
encuentra	   la	  neokestosa,	  un	  producto	  no	  descrito	  con	  anterioridad	  para	  esta	  enzima.	  Por	   tanto,	  el	  
análisis	  estructural	  permite	  identificar	  residuos	  esenciales	  cuyo	  papel	  puede	  pasar	  desapercibido	  en	  
el	  análisis	  meramente	  secuencial.	  En	  este	  trabajo	  hemos	  identificado	  una	  serie	  de	  residuos	  claves	  en	  
el	  sitio	  activo	  de	  las	  dos	  enzimas	  estudiadas,	  ScInv	  y	  XdInv,	  y	  se	  han	  diseñado	  nuevos	  experimentos	  
para	  mejorar	  sus	  capacidades	  biosintéticas.	  
El	  segundo	  nivel	  de	  control,	  especialmente	  para	  substratos	  largos,	  es	  la	  glicosilación.	  Verhaes	  M.	  
y	  colaboradores59	  reportaron	  que	  la	  incapacidad	  para	  degradar	  inulina	  de	  ciertas	  enzimas	  de	  plantas	  
posiblemente	  se	  debe	  a	   la	  existencia	  de	  una	  cadena	  de	  N-­‐glicanos	  que	  bloquea	  el	  acceso	  al	  centro	  
activo103.	  Hasta	  el	  momento,	  este	  nivel	  de	  regulación	  sólo	  se	  ha	  descrito	  para	  la	  fructán-­‐exohidrolasa	  
de	  Cichorium	  intybus.	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Figura	   3.3.	   Comparación	   de	   las	   estructuras	   resueltas	   de	   la	   familia	   GH32.	   Se	   muestra	   la	   superficie	  
molecular	  de	  cada	  enzima,	  coloreada	  según	  el	  potencial	  electrostático	  (negativo	  en	  rojo	  y	  positivo	  en	  
azul).	  (A)	  Comparación	  entre	  una	  exo-­‐	  (izda.)	  y	  una	  endo-­‐	  (dcha.)	  fructosil-­‐transferasa.	  En	  amarillo	  se	  
representa	   una	  molécula	   de	   sacarosa.	   (B)	   Comparación	   de	   las	   estructuras	   de	   levadura	   GH32.	   En	   el	  
centro	  activo	  se	  muestra	  una	  unidad	  de	  fructosa	  en	  el	  subsitio	  -­‐1.	  Pt6FT	  (6-­‐exo-­‐fructosiltransferasa	  de	  
Pachysandra	  terminalis),	  Pu6FT	  (6-­‐endo-­‐fructosiltransferasa	  de	  Paenarthrobacter	  urefaciens),	  SoFfase	  
(β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Schwanniomyces	  occidentalis),	  ScInv	  (invertasa	  de	  Saccharomyces	  cerevisiae)	  
y	  XdInv	  (β-­‐fructofuranosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous).	  
	  
Figura	  3.6.	  Centro	  activo	  de	  SoFfase	  en	  complejo	  con	  1-­‐kestosa	  (verde)	  y	  6-­‐kestosa	  (rosa).	  En	  azul	  se	  
representa	  el	  dominio	  β-­‐propeller	  y	  en	  beige	  el	  dominio	  β-­‐sándwich.	  Imagen	  tomada	  de	  101.	  
Hay	   que	   destacar	   que	   las	   N-­‐glicosilaciones	   tienen	   un	   papel	  muy	   importante	   en	   la	   estabilidad	  
estructural	   de	   las	   enzimas104.	   En	   el	   caso	   de	   XdInv,	   la	   N-­‐glicosilación	   de	   la	   Asn107	   es	   vital	   para	   la	  
actividad	  de	  la	  enzima	  ya	  que	  su	  eliminación	  produce	  una	  enzima	  inactiva.	  Sin	  embargo,	  los	  azúcares	  
que	   componen	   las	   N-­‐glicosilaciones	   de	   XdInv	   no	   intervienen	   directamente	   en	   la	   regulación	   de	   la	  
especificidad	  de	  substrato	  y	   la	   inactivación	  se	  debe	  a	   la	  destrucción	  del	  dímero	  y,	  por	   tanto,	  de	  su	  
estructura	  nativa.	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Por	  último,	  hemos	  encontrado	  en	  nuestras	  proteínas	  de	  levadura	  un	  tercer	  nivel	  de	  regulación	  
de	   la	  especificidad	  basado	  en	  el	   estado	  oligomérico	  de	   la	  enzima.	  Hasta	  hace	  muy	  poco,	   todas	   las	  
estructuras	  GH32	  reportadas	  eran	  monoméricas,	  pero	  en	  2010	  nuestro	  grupo	  publicó	   la	  estructura	  
de	   SoFfase,	   la	   primera	   estructura	   dimérica	   de	   la	   familia	  GH3260.	   Este	   estudio	  mostró,	   por	   primera	  
vez,	   el	   papel	   que	   juega	  el	   β-­‐sándwich	  en	   la	  oligomerización,	   y	   ésta,	   a	   su	   vez,	   en	   la	   actividad	  de	   la	  
enzima.	   Así,	   el	   centro	   activo	   está	   formado	   por	   ambos	   monómeros:	   el	   bolsillo	   catalítico	   de	   una	  
subunidad	  está	  rodeado	  por	   los	  bucles	  del	  dominio	  β-­‐sándwich	  de	   la	  otra.	  Además,	  mutaciones	  de	  
ciertos	   residuos	   de	   estos	   bucles	   produjeron	   una	   disminución	   de	   la	   eficiencia	   catalítica	   frente	   a	  
inulina,	   lo	  que	  destaca	  el	  papel	  esencial	  que	   tienen	   la	  oligomerización	  en	   la	  especificidad,	  y	  asigna	  
directamente	  un	  papel	  catalítico	  al	  dominio	  β-­‐sándwich	  del	  cuál,	  como	  se	  señaló	  anteriormente,	  no	  
se	  conocía	  su	  función	  dentro	  de	  la	  familia	  GH32.	  
Los	  dos	  trabajos	  incluidos	  en	  esta	  Tesis,	  muestran	  también	  oligómeros	  con	  un	  papel	  directo	  en	  
la	  actividad.	  Parece,	  por	  tanto,	  que	  este	  tercer	  nivel	  de	  control	  de	  la	  especificidad	  de	  substrato	  puede	  
ser	  característico	  de	  las	  GH32	  de	  levaduras	  (figura	  3.7).	  
Este	   tercer	  nivel	   de	   control	   es	   tan	   sofisticado	  que	  permite	  que	  dos	  dímeros	  estructuralmente	  
muy	   similares,	   como	   los	   que	   presentan	   SoFfase	   y	   ScInv,	   sin	   embargo	   desarrollen	   actividades	  
distintas.	  Así,	  mientras	  ScInv	  sólo	  presenta	  actividad	  invertasa	  (es	  activa	  fundamentalmente	  frente	  a	  
sacarosa,	  o	  trisacáridos	  en	  menor	  grado),	  SoFfase	  además	  presenta	  una	  elevada	  actividad	  inulinasa	  y	  
degrada	   el	   polímero34.	   SoFfase	   presenta	   cinco	   subsitios	   de	   unión	   que	   parecen	   adaptados	  
específicamente	   para	   albergar	   la	   molécula	   helicoidal	   de	   inulina	   (figura	   3.7),	   mientras	   que	   ScInv	  
presenta	  sólo	  2-­‐3	  subsitios	  por	  oclusión	  del	  centro	  activo	  en	  el	  octámero.	  Por	  su	  parte,	  XdInv	  tiene	  
ambos	  centros	  activos	  situados	  en	  la	  misma	  cara	  del	  dímero,	  mostrando	  una	  hendidura	  que	  conecta	  
ambos	  bolsillos	  catalíticos	  y	  que	  podría	  sugerir	  que	  ambos	  actúen	  de	  forma	  concertada	  reconociendo	  
polímeros	  mixtos	  ramificados.	  
	  
Figura	  3.7.	  Estructura	  de	  las	  enzimas	  GH32	  oligoméricas	  resueltas	  hasta	  la	  fecha.	  En	  los	  centros	  activos	  
se	   observan	   las	   especificidades	   de	   substrato	   proporcionadas	   por	   la	   oligomerización:	   SoFfase	   en	  
complejo	   con	   inulina	   resalta	   su	   actividad	   inulinasa,	   ScInv	   en	   complejo	   con	   1-­‐kestosa	   muestra	   la	  
especificidad	  por	  substratos	  cortos	  de	  la	  invertasa	  de	  S.	  cerevisiae,	  y	  XdInv	  en	  complejo	  con	  graminano	  
destaca	  la	  posibilidad	  de	  este	  nuevo	  tipo	  de	  dímero	  de	  alojar	  substratos	  mixtos	  ramificados.	  
En	   resumen,	   estos	   dos	   trabajos	   de	   investigación	   aportan	   valiosa	   información	   acerca	   del	  
mecanismo	   de	   acción	   de	   estas	   enzimas	   a	   nivel	   molecular.	   Así	   mismo	   revelan	   que,	   además	   de	   la	  
secuencia	  de	  aminoácidos	  de	  cada	  proteína,	  el	  dominio	  β-­‐sándwich	  juega	  un	  papel	  fundamental	  en	  la	  
oligomerización	   de	   las	   enzimas	   GH32	   de	   levadura,	   y	   esta	   oligomerización	   en	   la	   modulación	   de	   la	  
especificidad	  de	  substrato.	  Además	  del	   interés	  básico	  para	  entender	  mejor	  este	  grupo	  de	  enzimas,	  
esta	  información	  es	  esencial	  para	  modular	  su	  actividad	  y	  potenciar	  su	  uso	  biosintético.	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La	  producción	  enzimática	  de	  FOS	  es	  un	  tema	  de	  gran	  relevancia	  para	  la	  elaboración	  de	  nuevos	  
productos	  que	   actúen	   como	  drogas	  o	   ingredientes	   funcionales.	   Es	   por	   ello	   que	   se	   están	  buscando	  
nuevas	  enzimas	  con	  actividad	  optimizada	  para	   la	  producción	  específica	  de	  FOS,	  y	  para	   la	  síntesis,	  a	  
nivel	   industrial,	  de	  estos	  compuestos.	  Este	  trabajo	   incluye	  dos	  enzimas	  capaces	  de	  producir	  β(2-­‐6)-­‐
FOS	  (6F-­‐FOS	  y	  neo-­‐FOS)	  con	  mejores	  propiedades	  prebióticas	  que	  los	  1F-­‐FOS	  comercializados36.	  
Por	   un	   lado,	   aunque	   ScInv	   tiene	   una	   marcada	   actividad	   invertasa,	   es	   capaz	   de	   producir	   6-­‐
kestosa.	   Recientemente,	   Polaina	   J.	   y	   colaboradores105	   diseñaron	   un	   método	   de	   producción	   de	   6-­‐
kestosa	   a	   partir	   de	   ScInvN21S,	   una	   versión	  mejorada	   por	   ingeniería	   genética	   de	   la	   invertasa	   de	   S.	  
cerevisiae	   aquí	   descrita,	   que	   produce	   el	   mayor	   rendimiento	   de	   6-­‐kestosa	   reportado	   hasta	   el	  
momento106,	  con	  la	  ventaja	  añadida	  de	  eludir	  la	  purificación	  de	  la	  enzima.	  La	  mutación	  N21S	  afecta	  al	  
motivo	   del	   nucleófilo	   (WMNDPN).	   Mutaciones	   en	   esta	   secuencia	   conllevan	   cambios	   en	   la	  
especificidad	  de	  substrato	  y/o	  en	  el	  ratio	  hidrólisis:transfructosilación.	  
Por	  su	  parte,	  XdInv	  tiene	  el	  mayor	  rendimiento	  de	  producción	  de	  neokestosa	  conseguido	  hasta	  
la	   fecha107.	   Además,	   el	   análisis	   estructural	   de	   la	   enzima	  mostró	   la	   extraordinaria	   plasticidad	   de	   su	  
centro	  activo	  y	  la	  presencia	  de	  un	  inesperado	  producto	  de	  transfructosilación	  (neoerlosa)	  a	  partir	  de	  
maltosa	  como	  substrato	  aceptor,	  lo	  que	  sugirió	  la	  posibilidad	  del	  uso	  de	  XdInv	  para	  producir	  hetero-­‐
FOS35.	   Aunque	   otras	   enzimas	   también	   han	   sido	   descritas	   con	   capacidad	   de	   producir	   estos	   hetero-­‐
FOS97,	  108,	   XdInv	   es	   capaz	   de	   fructosilar	   distintos	   glucósidos,	   como	   la	  maltosa,	   la	   isomaltulosa	   y	   la	  
isomaltosa,	   además	   de	   oligómeros	   más	   largos	   como	   la	   maltotriosa	   y	   la	   maltotetraosa35.	  
Concretamente,	  XdInv	  es	  capaz	  de	  producir	  neoerlosa	  y,	  pese	  a	  que	  éste	  no	  es	  el	  mayor	  rendimiento	  
descrito	  hasta	  la	  fecha99,	  la	  regioselectividad	  de	  la	  XdInv	  en	  la	  producción	  de	  neoerlosa	  (88%	  del	  total	  
de	   FOS)35	   permite	   una	   purificación	   mucho	   más	   simple	   y,	   por	   tanto,	   un	   proceso	   más	   rentable	   y	  
eficiente.	  
Tal	   y	   como	   se	   ha	   comentado	   en	   el	   apartado	   de	   material	   inédito	   de	   este	   capítulo,	   se	   está	  
explorando	   la	   capacidad	  de	   las	  GH32	  de	   levadura	  de	   fructosilar	  otros	   compuestos,	   como	  alditoles,	  
antibióticos	   o	   antioxidantes,	   para	   producir	   bio-­‐conjugados.	   Desde	   hace	   años	   se	   conocen	   los	  
beneficios	   farmacocinéticos,	   y	   farmacodinámicos,	   incluyendo	   la	   mejora	   de	   la	   solubilidad	   y	   de	   la	  
biodisponibilidad,	   de	   la	   glicosilación	   de	   distintos	   compuestos	   químicos109.	   De	   forma	   análoga,	   la	  
fructosilación	  de	  estos	  compuestos	  aumentaría	  su	  solubilidad,	  así	  como	  sus	  propiedades	  funcionales.	  
En	  comparación,	  el	  centro	  activo	  de	  XdInv	  es	  más	  amplio	  que	  el	  de	  SoFfase	   (figura	  3.3.B),	  y	   la	  
presencia	  de	  dos	  zonas	  de	  unión	  de	  substratos	  (tipo	  inulina	  vs.	  tipo	  levano)	  podría	  permitir	  la	  unión	  
de	   aceptores	   de	   diversa	   topología.	   De	   hecho,	   mientras	   que	   la	   hidroquinona	   interacciona	  
hidrofóbicamente	  con	  Trp105,	   la	  parte	   fenólica	  del	  biocompuesto	   fructosil-­‐hidroxitirosol,	  establece	  
contactos	  directos	  con	  el	  bucle	  TII.	  Por	  tanto,	  parece	  que	  el	  centro	  activo	  de	  XdInv	  es	  tan	  versátil	  que	  
permite	   la	   interacción	   con	   compuestos	   de	   formas	   muy	   diversas,	   acomodando	   moléculas	   con	  
estructuras	  distintas.	  Sin	  embargo,	  la	  cavidad	  catalítica	  más	  constreñida	  de	  SoFfase	  parece	  facilitar	  la	  
estabilización	  de	  alditoles	  frente	  a	  otros	  compuestos	  más	  voluminosos,	  como	  los	  antibióticos.	  
En	   conclusión,	   el	   estudio	   estructural	   y	   la	   comparación	   de	   los	   centros	   activos	   de	   las	   enzimas	  
descritas	   en	   este	   trabajo	   muestran	   los	   determinantes	   esenciales	   de	   su	   distinta	   especificidad.	  
Además,	  el	  análisis	  estructural	  ha	  revelado	   la	  amplia	  especificidad	  y	  plasticidad	  de	  XdInv,	   la	  cuál	  es	  
capaz	   de	   acomodar	   una	   amplia	   variedad	   de	   substratos	   aceptores,	   como	   maltooligosacáridos,	  
polifenoles,	   etc.	   La	   combinación	   de	   los	   datos	   estructurales	   y	   bioquímicos,	   y	   los	   estudios	   de	  
mutagénesis,	  proporcionan	  las	  claves	  que	  permitirán	  modular	   la	  especificidad	  con	  el	  fin	  de	  mejorar	  
sus	  capacidades	  biosintéticas.	  
	  
	   	  
69	  
	  
	   	  
4.	  ENZIMAS	  PRODUCTORAS	  DE	  IMOS:	  	  
α-­‐Glucosidasa	  de	  X.	  dendrorhous	  
4.1)	  INTRODUCCIÓN	  
Los	   isomaltooligosacáridos	   (IMOS)	   comercializados	   en	   la	   actualidad	   son	   producidos	   por	   α-­‐
transglucosidasas	  (EC	  2.4.1.24)	  fúngicas41,	  que	  generan	  siropes	  de	  IMOS,	  productos	  heterogéneos	  en	  
composición,	  grado	  de	  polimerización	  y	  eficiencia	  prebiótica.	  Por	  ello,	  las	  α-­‐glucosidasas	  (EC	  3.2.1.20)	  
se	  presentan	  como	  una	  alternativa	  más	  eficiente,	  ya	  que	  generan	  productos	  más	  homogéneos.	  
Las	   α-­‐glucosidasas	   se	   incluyen	   en	   cinco	   familias:	   GH4,	   GH13,	   GH31,	   GH63	   y	   GH97,	   aunque	  
mayoritariamente	  pertenecen	  a	  las	  familias	  GH13	  y	  GH3174,	  que	  están	  incluidas	  en	  los	  clanes	  GH-­‐D	  y	  
GH-­‐H,	  respectivamente.	  Además	  de	  la	  familia	  GH	  a	  la	  que	  pertenecen,	  las	  α-­‐glucosidasas	  se	  pueden	  
catalogar	  en	  función	  de	  la	  especificidad	  de	  substrato,	  dividiéndose	  en	  tres	  tipos.	  Las	  tipo	  I,	  reconocen	  
varios	  tipos	  de	  enlaces	  distintos	  (heterósidos,	  como	  la	  sacarosa),	  mientras	   los	  tipos	  II	  y	   III	  prefieren	  
carbohidratos	   con	   el	   mismo	   tipo	   (holósidos,	   como	   los	   maltooligosacáridos	   o	   los	   α-­‐glucanos).	   Así,	  
mientras	   las	   tipo	   I	  pertenecen	  a	   la	   familia	  GH13,	   las	  α-­‐glucosidasas	   tipo	   II	  y	   III	   son	  miembros	  de	   la	  
familia	   GH3174.	   La	   diferencia	   entre	   el	   tipo	   II	   y	   III	   reside	   en	   su	   distinta	   capacidad	   de	   hidrolizar	  
polisacáridos:	  baja	  en	  el	  tipo	  II	  y	  alta	  en	  las	  del	  tipo	  III110.	  
En	  comparación	  a	   la	   familia	  GH13,	   la	   familia	  GH31	  ha	   recibido	   relativamente	  poca	  atención,	  a	  
pesar	  de	  contener	  enzimas	  de	  los	  tres	  dominios	  de	  la	  vida	  (arqueas,	  bacterias	  y	  eucariotas)	  y	  de	  su	  
importancia	  en	  diferentes	  procesos	  biológicos.	  Entre	  ellas,	   la	  α-­‐glucosidasa	   lisosomal	  humana,	  cuya	  
deficiencia	  resulta	  en	  la	  enfermedad	  de	  Pompe	  (que	  provoca	  una	  acumulación	  de	  glucógeno	  en	  las	  
células	  musculares);	  la	  α-­‐glucosidasa	  II	  del	  retículo	  endoplasmático,	  que	  juega	  un	  papel	  fundamental	  
en	   el	   procesado	   y	   plegamiento	   de	   las	   glicoproteínas;	   o	   las	   sucrosa-­‐isomaltasa	   y	   la	   maltosa-­‐
glucoamilasa	  humanas,	  responsables	  de	  la	  degradación	  final	  del	  almidón	  en	  el	  intestino	  y	  dianas	  de	  
inhibición	   de	   los	  medicamentos	   anti-­‐diabetes	   como	   la	   acarbosa	   y	   el	  miglitol67.	   Además,	   la	   familia	  
GH31	   también	   contiene	   α-­‐xilosidasas,	   isomaltosil-­‐transferasas	   y	   α-­‐glucan-­‐liasas.	   Recientemente	   se	  
han	  caracterizado	  nuevas	  actividades	  dentro	  de	  la	  familia,	  como	  la	  α-­‐galactosidasa	  de	  Pseudobacter	  
saltans70	  o	  la	  sulfoquinovosidasa	  de	  E.	  coli71.	  
Hasta	  la	  fecha	  de	  escritura	  de	  este	  manuscrito,	  se	  han	  resuelto	  19	  estructuras	  tridimensionales	  
de	   la	   familia	  GH31	   (www.cazy.org/GH31_structure.html),	  de	   las	  que	   siete	   son	  α-­‐glucosidasas,	  pero	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4.2)	  TRABAJO	  DE	  INVESTIGACIÓN	  #3	  
Molecular	  Characterization	  and	  Heterologous	  Expression	  of	  a	  
Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  α-­‐Glucosidase	  with	  Potential	  	  
for	  Prebiotics	  Production.	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Interés	  de	  la	  investigación:	  
La	   α-­‐glucosidasa	   de	   Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (Xd-­‐αGlu)	   es	   una	   exo-­‐glucosidasa	   con	  
capacidad	   de	   hidrolizar	   exclusivamente	   enlaces	   α(1-­‐4),	   si	   bien	   puede	   degradar	   malto-­‐
oligosacáridos	   de	   distinto	   grado	   de	   polimerización	   (maltosa,	   maltotriosa	   y	   también	  
maltoheptaosa),	  e	  incluso	  almidón	  soluble.	  
Xd-­‐αGlu	  es	  una	  glicoproteínas	  de	  990	  residuos	  cuya	  porción	  de	  carbohidratos	  supone	  el	  12%	  de	  
su	  peso	  molecular	  (7	  kDa	  aproximadamente).	  Así,	  Xd-­‐αGlu	  es	  una	  de	  las	  mayores	  α-­‐glucosidasas	  
monomérica	  de	  levadura	  descrita.	  Para	  ahondar	  en	  las	  características	  propias	  de	  esta	  enzima,	  es	  
necesario	  analizar	  su	  estructura	  en	  el	  contexto	  de	  las	  otras	  enzimas	  caracterizadas	  y/o	  resueltas	  
hasta	  la	  fecha.	  
Hay	  que	  destacar	  que	  Xd-­‐αGlu	  es	  capaz	  de	  producir	   isomaltooligosacáridos	  con	  enlaces	  α(1-­‐6),	  
de	  mayor	   interés	   industrial	   ya	   que	   presentan	  mejores	   propiedades	   funcionales	   y	   prebióticas.	  
Además,	   mientras	   que	   la	   mayoría	   de	   α-­‐glucosidasas	   generan	   disacáridos	   como	   productos	   de	  
reacción,	  Xd-­‐αGlu	  genera	  tri-­‐	  y	  tetrasacáridos,	  con	  mayor	  resistencia	  a	  la	  degradación	  intestinal	  
y,	   por	   tanto,	   mayor	   capacidad	   prebiótica.	   Además,	   ninguna	   otra	   enzima	   produce	   los	  
tetrasacáridos	  aquí	  descritos	   (6-­‐O-­‐α-­‐glucosil-­‐maltotriosa	   y	  6-­‐O-­‐α-­‐isomaltosil-­‐maltosa).	   Por	  ello,	  
su	  caracterización	  estructural	  puede	  proporcionar	   las	  claves	  de	   los	  determinantes	  moleculares	  
involucrados	  en	  esta	  especificidad	  de	  producto.	  
	  
Los	  objetivos	  de	  este	  trabajo	  fueron:	  
• Aislar	  y	  caracterizar	  el	  gen	  de	  Xd-­‐αGlu.	  
• Analizar	  su	  secuencia	  de	  aminoácidos	  en	  el	  contexto	  del	  resto	  de	  α-­‐glucosidasas	  descritas.	  
• Estudiar	   los	   componentes	   estructurales	   que	   determinan	   la	   especificidad	   de	   substrato	   y	  
producto	  de	  esta	  enzima.	  
• Identificar	   los	   residuos	   catalíticos	   de	   Xd-­‐αGlu,	   así	   como	   otros	   motivos	   de	   secuencia	  
característicos	  de	  la	  especificidad	  de	  la	  actividad	  de	  GH31	  subgrupo	  1.	  
• Caracterizar	  su	  expresión	  heteróloga	  en	  el	  sistema	  S.	  cerevisiae.	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Las	  conclusiones	  de	  esta	  investigación	  son:	  
• La	   secuenciación	   de	   la	   enzima	   Xd-­‐αGlu	   da	   lugar	   a	   ORF	   (marco	   de	   lectura	   abierto,	  Open	  
Reading	  Frame)	  de	  2970	  bp	  (pares	  de	  bases)	  que	  contiene	  13	  intrones	  y	  14	  exones.	  
• Este	   gen	   codifica	   para	   una	   proteína	   de	   990	   residuos	   (110	   kDa	   aprox.)	   cuya	   secuencia	  
presenta	  una	  elevada	  similitud	  con	  las	  α-­‐glucosidasas	  de	  ascomicetos,	  como	  S.	  occidentalis,	  
S.	  pombe	  y	  Aspergillus	  sp.	  Por	  tanto,	  es	  un	  miembro	  de	  la	  familia	  GH31.	  
• El	   modelo	   estructural	   por	   homología	   muestra	   que	   Xd-­‐αGlu	   tiene	   la	   mayoría	   de	   los	  
elementos	  que	  caracterizan	  a	  los	  miembros	  de	  la	  familia	  GH31:	  los	  cuatro	  dominios	  básicos	  
y	   los	   dos	   bucles	   característicos	   del	   dominio	   catalítico,	   típicos	   de	   las	   α-­‐glucosidasas	   de	  
eucariotas.	  Sin	  embargo,	  Xd-­‐αGlu	  presenta	  dos	  características	  estructurales	  novedosas:	  un	  
inserto	   en	   el	   dominio	   N-­‐terminal	   (denominado	   Inserto	   N)	   y	   un	   Inserto	   2	   en	   el	   dominio	  
catalítico	  inusualmente	  largo.	  Estas	  dos	  nuevas	  propiedades	  pueden	  ser	  las	  responsables	  de	  
la	  preferencia	  por	  substratos	  largos.	  
• Xd-­‐αGlu	   expresada	   en	   S.	   cerevisiae	   presenta	   las	   mismas	   características	   de	   estabilidad	   y	  
actividad	  que	  la	  enzima	  ortóloga.	  
	  
La	  autora	  de	  esta	  tesis	  ha	  realizado:	  
• Caracterización	  estructural	  de	  Xd-­‐αGlu	  mediante	  modelado	  bioinformático	  por	  homología	  
de	   secuencia.	   Determinación	   de	   los	   elementos	   estructurales	   comunes	   con	   los	  miembros	  
GH31,	   así	   como	   los	   posibles	   determinantes	   estructurales	   responsables	   de	   la	   actividad	   de	  
Xd-­‐αGlu,	  específica	  por	  substratos	  largos.	  
• Estudio	  de	  las	  secuencias	  consenso	  que	  determinan	  los	  residuos	  catalíticos,	  así	  como	  otros	  
motivos	   estructurales	   implicados	   en	   la	   actividad.	   Alineamiento	   de	   las	   secuencias	   de	  
distintas	   α-­‐glucosidasas,	   y	   estudio	   de	   las	   características	   de	   las	   enzimas	   de	   eucariota	   que	  
determinan	  la	  especificidad	  por	  substratos	  tipo	  maltósidos	  frente	  a	  isomaltósidos.	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Fe	  de	  erratas:	   En	   la	   figura	  7	  de	  este	   trabajo	  de	   investigación,	   las	   imágenes	  7.a	   y	   7.b	   se	   encuentran	  
intercambiadas	  respecto	  al	  pie	  de	  figura	  y	  a	  las	  referencias	  en	  el	  texto.	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4.3)	  DISCUSIÓN	  
Los	   isomaltooligosacáridos	  son	   los	  oligosacáridos	  con	  capacidades	  bifidogénicas	  más	  utilizados	  
en	  los	  países	  asiáticos,	  con	  óptimas	  propiedades	  físicas	  de	  estabilidad	  que	  les	  convierte	  en	  mejores	  
candidatos	   para	   su	   aplicación	   a	   nivel	   industrial	   como	   prebióticos.	   Actualmente,	   el	   único	  
impedimento	   para	   considerar	   los	   IMOS	   como	   prebióticos	   es	   su	   digestión	   parcial	   por	   parte	   de	   las	  
enzimas	  humanas,	  que	  degradan	  glucósidos	  con	  enlaces	  α(1-­‐4).	  Sin	  embargo,	  este	  escollo	  se	  puede	  
salvar	   produciendo	   IMOS	   más	   resistentes	   a	   la	   digestión	   intestinal	   humana,	   como	   aquellos	   que	  
contienen	  enlaces	  α(1-­‐2)	  y	  α(1-­‐6),	  y	  con	  un	  mayor	  grado	  de	  polimerización41.	  Por	  ello,	  la	  búsqueda	  de	  
nuevas	   enzimas	   con	   capacidad	   de	   producir	   IMOS	   es	   de	   gran	   interés,	   siendo	   las	   α-­‐glucosidasas	   las	  
mejores	  dianas.	  
La	  α-­‐glucosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  (Xd-­‐αGlu)	  es	  capaz	  de	  producir	  tri	  y	  tetra-­‐
IMOS	   con	   enlaces	  α(1-­‐6).	   Por	   otra	   parte,	   también	   es	   capaz	   de	  producir	   kojibiosa,	   di-­‐glucósido	   con	  
enlace	   α(1-­‐2).	   Por	   tanto,	   Xd-­‐αGlu	   es	   una	   gran	   candidata	   para	   la	   síntesis	   de	   IMOS	   resistentes	   a	   la	  
hidrólisis	  intestinal.	  
Como	   se	   comentó	   en	   la	   introducción,	   las	   α-­‐glucosidasas	   de	   la	   familia	   GH31	   que	   tienen	   alta	  
especificidad	   por	   substratos	   largos	   han	   desarrollado	   distintos	   mecanismos	   para	   dicho	   propósito.	  
Algunas	  enzimas	  presentan	  dominios	  extra,	  como	  el	  dominio	  PA14	  en	  la	  α-­‐xilosidasa	  de	  C.	  japonicus76	  
(figura	  4.1.C),	  mientras	  que	  otras,	  han	  adaptado	  la	  arquitectura	  molecular	  básica	  GH31.	  Así,	  el	  largo	  
Inserto	  1	  de	  la	  Ct-­‐MGAM	  (figura	  4.1.A)	  genera	  los	  subsitios	  +2	  y	  +3,	  mientras	  que	  el	  N-­‐loop	  de	  la	  α-­‐
glucosidasa	  de	  B.	  vulgaris	   (figura	  4.1.B)	  gobierna	  su	  preferencia	  por	   substratos	   largos,	   junto	  con	   la	  
presencia	  de	  una	  secuencia	  concreta	  en	  el	   Inserto	  2	  que	  crea	  el	   resto	  de	   subsitios	  positivos,	  hasta	  
reconocer	   un	   total	   de	   8	   unidades	   del	   malto-­‐polisacárido74.	   En	   base	   al	   modelo	   bioinformático	  
obtenido	  y	  al	  análisis	  de	  sus	  determinantes	  moleculares,	  parece	  que	  Xd-­‐αGlu	  también	  ha	  adecuado	  la	  
arquitectura	  molecular	  básica	  GH31	  a	   su	  especificidad,	   y	  presenta	  dos	   características	  estructurales	  
novedosas	   (el	   Inserto	   N	   y	   el	   extenso	   Inserto	   2),	   que	   proponemos	   como	   responsables	   de	   la	  
preferencia	   por	   substratos	   largos	   de	   esta	   enzima	   (figura	   4.1.D).	   Por	   tanto,	   esta	   nueva	   estructura	  
representaría	  un	  mecanismo	  molecular	  y	  estructural	  de	  especificidad	  por	  substratos	  largos	  diferente,	  
y	   ampliaría	   el	   conocimiento	   sobre	   los	   elementos	   implicados	   en	   la	   especificidad	   de	   substrato	   de	   la	  
familia	  GH31,	  ya	  de	  por	  sí	  muy	  diversa.	  
Sin	   embargo,	   el	   papel	   preciso	   que	   desempeñan	   estos	   bucles	   en	   la	   unión	   sólo	   se	   podrá	  
determinar	  con	  adicionales	  experimentos	  estructurales	  y	  bioquímicos.	  Es	  por	  ello	  que	  actualmente	  
se	   está	   trabajando	   en	   la	   expresión	   y	   purificación	   de	   Xd-­‐αGlu	   para	   comenzar	   los	   ensayos	   de	  
cristalización.	   Por	   una	   parte,	   la	   resolución	   estructural	   de	   Xd-­‐αGlu	   permitirá	   establecer	   con	   más	  
detalle	   las	   bases	   moleculares	   responsables	   de	   esta	   especificidad	   de	   producto	   inusual:	   tri	   y	   tetra-­‐
IMOS	  con	  enlaces	  α(1-­‐6).	  Asimismo,	  sería	   la	  primera	  α-­‐glucosidasa	  de	  levadura	  resuelta,	  por	   lo	  que	  
los	   resultados	   obtenidos	   se	   podrán	   extrapolar	   a	   otras	   α-­‐glucosidasas	   muy	   utilizadas,	   y	  
estructuralmente	  relacionadas,	  como	  las	  enzimas	  de	  S.	  occidentalis	  y	  S.	  cerevisiae.	  
Finalmente,	   hay	   que	   destacar	   que	   se	   ha	   descrito	   la	   transglucosilación	   de	   compuestos	  
interesantes	   para	   una	   aplicación	   biomédica,	   como	   la	   piridoxina	   o	   la	   hidroquinona.	   Así,	   la	   α-­‐
glucosidasa	  del	  molusco	  Aplysia	   factiata	  es	  capaz	  de	  mono-­‐	  y	  di-­‐glucosilar	   la	  piridoxina,	  uno	  de	   los	  
tres	  componentes	  de	   la	  vitamina	  B6111.	  Por	  otra	  parte,	   la	  α-­‐glucosidasa	  de	  S.	  cerevisiae	  produce	  α-­‐
glucosil-­‐hidroquinona	   y	   α-­‐isomaltosil-­‐hidroquinona112,	   que	   aumenta	   su	   solubilidad	   en	   agua,	  
pudiendo	  mejorar	  las	  propiedades	  farmacológicas.	  La	  hidroquinona	  es	  tóxica	  mientras	  que	  su	  forma	  
glucósido,	  denominada	  arbutina,	  tiene	  propiedades	  antibacterianas	  y	  efectos	  de	  blanqueamiento	  de	  
la	  piel113.	  Pensamos	  que	   la	  caracterización	  estructural	  completa	  de	  Xd-­‐αGlu	  permitiría	   investigar	  su	  
uso	  potencial	  para	  producir	  bioconjugados	  de	  interés.	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Figura	  4.1.	  Ilustración	  de	  los	  determinantes	  estructurales	  de	  especificidad	  por	  substratos	  largos.	  (A)	  La	  
maltasa-­‐glucoamilasa	   C-­‐terminal	   humana	   (Ct-­‐MGAM)	   en	   complejo	   con	   acarbosa,	   resalta	   en	   rojo	   el	  
Inserto	   1,	   responsable	   de	   los	   subsitios	   +2	   y	   +3	   de	   la	   enzima.	   (B)	   La	   α-­‐glucosidasa	   de	   planta,	   en	  
complejo	  con	  maltoheptaosa,	  muestra	  el	  N-­‐loop	  (rosa),	  que	  compone	  los	  subsitos	  +2	  y	  +3,	  y	  el	  Inserto	  
2	  (azul),	  que	  crea	  los	  subsitios	  +4	  a	  +7.	  (C)	  El	  dominio	  PA14	  (verde)	  de	  la	  α-­‐xilosidasa	  bacteriana	  es	  el	  
responsable	  de	   los	   sitios	  de	   reconocimiento	  del	  aglicón.	   (D)	  En	  el	  modelo	  estructural	  de	  Xd-­‐αGlu	   se	  
indican	   el	   Inserto	   N	   (naranja)	   y	   el	   Inserto2	   (morado)	   como	   los	   determinantes	   estructurales	  
responsables	   de	   la	   especificidad	  por	   substratos	   largos.	   En	  C	   y	  D	   se	  ha	  modelado	  una	  maltosa	   en	  el	  
centro	  activo	  de	  las	  enzimas.	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5.	  ENZIMAS	  PRODUCTORAS	  DE	  	  
β-­‐GLUCANOS,	  XOS	  Y	  GeOS:	  	  
β-­‐Glucosidasa	  de	  Rumen	  
	  
5.1)	  INTRODUCCIÓN	  
Las	  β-­‐glucosidasas	  (EC	  3.2.1.21)	  son	  enzimas	  que	  liberan	  glucosa	  del	  extremo	  no	  reductor	  de	  los	  
β-­‐glucanos.	  Se	  encuentran	  en	  todos	  los	  dominios	  de	  la	  vida	  y	  juegan	  un	  papel	  fundamental	  en	  varios	  
procesos	  biológicos,	  como	  el	  metabolismo	  de	  glicolípidos	  en	  los	  animales,	  la	  lignificación	  de	  la	  pared	  
celular	  de	  plantas	  o	  la	  conversión	  de	  biomasa	  por	  microorganismos.	  Las	  β-­‐glucosidasas	  se	  clasifican	  
principalmente	  dentro	  de	  las	  familias	  GH1	  y	  GH3,	  aunque	  también	  se	  han	  encontrado	  en	  otras	  como	  
GH5,	  GH9,	  GH30	  y	  GH11691.	  
Por	   su	  parte,	   las	  β-­‐xilosidasas	   (EC	  3.2.1.37)	   se	   clasifican	  hasta	  en	  once	   familias	  distintas	   (GH1,	  
GH3,	   GH5,	   GH30,	   GH39,	   GH43,	   GH51,	   GH52,	   GH54,	   GH116	   y	   GH120).	   Estas	   enzimas	   hidrolizan	   el	  
enlace	   β(1-­‐4)	   del	   extremo	   no-­‐reductor	   de	   los	   xilooligosacáridos,	   compuestos	   que	   provienen	   de	   la	  
degradación	   de	   los	   xilanos	   por	   acción	   de	   las	   xilanasas.	   El	   xilano	   es	   el	   segundo	   polisacárido	   más	  
abundante	  de	  la	  naturaleza,	  siendo	  el	  principal	  componente	  de	  la	  hemicelulosa114.	  En	  la	  naturaleza,	  
estos	   xilooligosacáridos	   están	   frecuentemente	   sustituidos	   con	   acetilos,	   arabinofuranosidos	   y	   otras	  
ramificaciones,	  por	   lo	  que	   los	  microorganismos	  expresan	  una	  gran	  variedad	  de	  enzimas	  específicas	  
cuya	  acción	  combinada	  permite	  la	  degradación	  completa	  del	  complejo	  entramado	  que	  constituye	  la	  
pared	  celular	  vegetal115.	  
Desde	   un	   punto	   de	   vista	   más	   aplicado,	   las	   β-­‐glucosidasas	   y	   las	   β-­‐xilosidasas	   tienen	   un	   gran	  
interés	  para	  la	  conversión	  de	  biomasa	  ya	  que	  la	  degradación	  de	  la	  celulosa	  y	  de	  los	  componentes	  de	  
la	  hemicelulosa	  son	  esenciales	  para	  la	  bioproducción	  de	  carburantes116.	  En	  el	  ámbito	  alimentario,	  las	  
β-­‐glucosidasas	   se	   añaden	   a	   distintos	   alimentos	   y	   bebidas	   durante	   el	   proceso	   de	   producción	   para	  
mejorar	  sus	  cualidades	  de	  sabor	  y	  sus	  características	  de	  composición	  y	  textura.	  Este	  método	  puede	  
liberar	  vitaminas,	  antioxidantes,	  y	  otros	  compuestos	  beneficiosos,	  de	  sus	  respectivos	  bioconjugados	  
glicósidos91.	  Además,	  estas	  enzimas	  se	  pueden	  usar	  para	  mejorar	   las	  propiedades	  químicas	  y	  físicas	  
de	   la	   fibra	   dietética23.	   Asimismo,	   las	   β-­‐glucosidasas	   y	   las	   β-­‐xilosidasas	   pueden	   catalizar	   la	   reacción	  
inversa,	  la	  transglicosilación,	  y	  sintetizar	  oligosacáridos	  y	  glucoconjugados	  de	  interés	  para	  la	  industria	  
alimentaria	  y	  farmacéutica.	  
La	   familia	   GH3	   es	   una	   de	   las	   más	   numerosas,	   como	   se	   comentó	   en	   la	   introducción	   de	   esta	  
memoria.	  Hasta	   la	   fecha	  de	  escritura	  de	  este	  manuscrito,	   se	  han	  reportado	  numerosas	  estructuras	  
tridimensionales	   de	   la	   familia	   GH3	   (www.cazy.org/GH3_structure.html),	   de	   las	   cuales	  
aproximadamente	  un	  tercio	  son	  β-­‐glucosidasas,	  y	  sólo	  una	  β-­‐xilosidasa.	  Estos	  estudios	  han	  mostrado	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5.2)	  TRABAJO	  DE	  INVESTIGACIÓN	  
Structural	  and	  Functional	  Characterization	  of	  a	  Ruminal	  β-­‐Glycosidase	  	  
Defines	  a	  Novel	  Subfamily	  of	  Glycoside	  Hydrolase	  Family	  3	  	  
with	  Permuted	  Domain	  Topology.	  
	  
Mercedes	  Ramírez-­‐Escudero,	  Mercedes	  V.	  del	  Pozo,	  Julia	  Marín-­‐Navarro,	  Beatriz	  González,	  
Peter	  N.	  Golyshin,	  Julio	  Polaina,	  Manuel	  Ferrer	  and	  Julia	  Sanz-­‐Aparicio.	  
	  
The	  Journal	  of	  Biological	  Chemistry,	  Vol.	  291,	  No.	  46,	  pp.	  24200-­‐24214,	  
	  
11	  de	  Noviembre	  del	  2016	  
DOI:	  10.1074/jbc.M116.747527	  
Códigos	  de	  acceso	  del	  PDB:	  5K6L,	  5K6M,	  5K6N	  y	  5K6O	  
	  
Interés	  de	  la	  investigación:	  
La	   β-­‐glicosidasa	   aislada	   del	   metagenoma	   de	   rumen	   bovino	   (GlyA1)	   es	   una	   β-­‐glucosidasa/β-­‐
xilosidasa	  de	  amplia	  especificidad,	  que	  presenta	  además	  otras	  actividades	  como	  β-­‐galactosidasa,	  
β-­‐fucosidasa,	  α-­‐L-­‐arabinosidasa	  y	  liquenasa.	  Esta	  enzima	  es	  capaz	  de	  degradar	  oligosacáridos	  de	  
distinto	   grado	   de	   polimerización,	   siendo	   más	   activa	   con	   substratos	   de	   tamaño	   medio.	   Estas	  
características	  la	  convierten	  en	  una	  buena	  candidata	  para	  distintas	  aplicaciones	  biotecnológicas,	  
Por	  otra	  parte,	  su	  mecanismo	  de	  retención	  y	  su	  amplia	  especificidad	  sugieren	  su	  potencial	  uso	  
en	  la	  obtención	  de	  distintos	  prebióticos	  y	  oligosacáridos	  de	  interés	  biológico.	  
El	   análisis	   preliminar	   de	   GlyA1	   mostró	   una	   inversión	   en	   su	   secuencia	   respecto	   al	   resto	   de	  
enzimas	  GH3	  de	  estructura	  conocida.	  Por	  tanto,	  su	  estudio	  estructural	  define	  las	  características	  
fundamentales	   de	   esta	   nueva	   subfamilia	   desconocida	   hasta	   el	   momento.	   Además,	   GlyA1	  
presenta	   un	   dominio	   adicional	   en	   el	   extremo	  C-­‐terminal,	   no	   descrito	   con	   anterioridad.	   Así,	   el	  
análisis	  de	  este	  nuevo	  dominio,	  permitirá	  establecer	  su	  posible	  papel	  en	  la	  función	  de	  GlyA1.	  
	  
Los	  objetivos	  de	  este	  trabajo	  fueron:	  
• Escanear	   la	   librería	   de	   metagenoma	   de	   rumen	   bovino	   en	   busca	   de	   enzimas	   capaces	   de	  
degradar	  β-­‐glucanos.	  Aislar	  y	  clonar	  el	  gen	  glyA1.	  
• Caracterizar	  bioquímicamente	  las	  actividades	  de	  la	  enzima	  GlyA1,	  y	  de	  su	  versión	  truncada	  
GlyA1-­‐ΔCt.	   Determinar	   la	   especificidad	   por	   substratos	   β-­‐glucanos	   y	   β-­‐xilanos	   de	   distinto	  
grado	  de	  polimerización.	  
• Establecer	   las	   condiciones	   óptimas	   de	   cristalización	   y	   difracción	   de	   GlyA1	   y	   resolver	   su	  
estructura	  tridimensional	  en	  complejo	  con	  β-­‐glucosa.	  
• Cristalizar	  GlyA1-­‐ΔCt	  y	  resolver	  su	  estructura	  en	  complejo	  con	  β-­‐galactosa	  y	  β-­‐xilosa.	  
• Identificar	   los	   determinantes	   estructurales	   de	   la	   especificidad	   y	   funcionalidad	   de	   GlyA1	  
teniendo	  en	  cuenta	  los	  datos	  estructurales	  y	  bioquímicos	  obtenidos,	  así	  como	  los	  complejos	  
modelados	  mediante	  docking.	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• Analizar	  las	  diferencias	  estructurales	  entre	  la	  proteína	  completa	  GlyA1	  y	  la	  versión	  truncada	  
GlyA1-­‐ΔCt	  mediante	  ensayos	  de	  dispersión	  de	  rayos	  X	  a	  bajo	  ángulo	  (SAXS).	  
• Caracterizar	   estructuralmente	   el	   dominio	   extra	   C-­‐terminal	   de	   GlyA1	   mediante	   modelado	  
bioinformático	  por	  homología	  de	  secuencia.	  
• Proponer	   un	   modelo	   estructural	   de	   la	   proteína	   completa	   a	   partir	   de	   la	   estructura	  
cristalográfica,	   el	   modelo	   del	   dominio	   C-­‐terminal	   y	   las	   curvas	   de	   dispersión	   de	   SAXS.	  
Extrapolar	  la	  posible	  función	  del	  dominio	  C-­‐terminal.	  
• Analizar	  las	  relaciones	  filogenéticas	  y	  estructurales	  de	  GlyA1	  con	  el	  resto	  de	  GH3	  descritas,	  e	  
interpretar	  la	  posible	  evolución	  estructural	  de	  los	  miembros	  de	  la	  familia.	  
	  
Las	  conclusiones	  de	  esta	  investigación	  son:	  
• La	   proteína	   GlyA1,	   aislada	   del	   metagenoma	   de	   rumen	   de	   vaca,	   es	   una	   β-­‐glicosidasa	  
multifuncional,	   que	   presenta	   principalmente	   actividad	   β-­‐glucosidasa	   y	   β-­‐xilosidasa	   por	  
oligosacáridos	   de	   cadena	   media,	   pero	   también	   cierta	   actividad	   β-­‐galactosidasa,	   β-­‐
fucosidasa,	   α-­‐L-­‐arabinofuranosidasa,	   α-­‐L-­‐arabinopiranosidasa	   y	   liquenasa.	   Es	   capaz	   de	  
degradar	  β(1-­‐2)-­‐,	  β(1-­‐3)-­‐,	  β(1-­‐4)-­‐,	  y	  β(1-­‐6)-­‐glucobiosas.	  
• La	   estructura	   de	   GlyA1	   presenta	   una	   permutación	   de	   dominios	   aunque	   conserva	   la	  
arquitectura	  general	  de	  las	  β-­‐glucosidasas	  GH3.	  Esta	  alteración	  en	  la	  secuencia	  define	  una	  
nueva	  subfamilia	  dentro	  de	  la	  familia	  GH3.	  
• Además,	  GlyA1	  tiene	  un	  dominio	  extra	  C-­‐terminal,	  con	  predicción	  de	  topología	  β-­‐sándwich.	  
Los	  análisis	  de	  SAXS	  muestran	  que	  la	  proteína	  completa	  es	  una	  estructura	  compacta	  donde	  
el	  dominio	  extra	  C-­‐terminal	  se	  posiciona	  sobre	  el	  núcleo	  estructural	  de	  la	  enzima.	  
• Los	  ensayos	  de	  actividad	  de	  la	  proteína	  completa	  frente	  a	  la	  versión	  truncada	  no	  muestran	  
una	   implicación	   directa	   del	   dominio	   C-­‐terminal	   en	   la	   actividad,	   por	   lo	   que	   no	   parece	  
implicado	  en	  la	  unión	  a	  substratos	  cortos.	  Sin	  embargo,	  no	  se	  puede	  destacar	  que	  participe	  
en	  la	  unión	  de	  substratos	  poliméricos,	  o	  en	  la	  fijación	  de	  la	  enzima	  a	  la	  superficie	  celular.	  
• Los	  análisis	  filogenéticos	   indican	  que	  esta	  nueva	  arquitectura	  molecular	  está	  asociada	  con	  
microorganismos	   que	   habitan	   en	   el	   tracto	   digestivo	   de	   mamíferos	   que	   se	   alimentan	   de	  
plantas.	  Posiblemente,	  GlyA1	  procede	  del	  genoma	  de	  un	  microorganismo	  del	  filo	  Firmicutes,	  
muy	  abundante	  en	  el	   tracto	  digestivo,	  y	  su	  amplia	  especificidad	  de	  substrato	  puede	  estar	  
relacionada	  con	  su	  presencia	  en	  el	  rumen	  bovino,	  donde	  abundan	  los	  polímeros	  de	  plantas.	  
	  
La	  autora	  de	  esta	  tesis	  ha	  realizado:	  
• Cristalización	   de	   la	   proteína	   GlyA1,	   y	   su	   versión	   truncada	   GlyA1-­‐ΔCt.	   Experimentos	   de	  
soaking	  con	  distintos	  substratos	  de	  la	  enzima	  (β-­‐glucosa,	  β-­‐xilosa	  o	  β-­‐galactosa).	  
• Recogida	  de	  datos	  de	  difracción	  en	  varias	  instalaciones	  de	  radiación	  sincrotrón	  europeas.	  
• Resolución	  estructural	  de	  GlyA1,	  GlyA1-­‐ΔCt,	  y	  sus	  complejos.	  
• Análisis	  de	  los	  resultados	  y	  estudio	  de	  los	  residuos	  determinantes	  de	  la	  actividad	  de	  GlyA1.	  	  
• Toma	  de	  datos	  de	  dispersión	  de	  rayos	  X	  a	  bajo	  ángulo	  (SAXS)	  de	  GlyA1	  y	  GlyA1-­‐ΔCt.	  
• Análisis	   de	   los	   datos	   de	   SAXS	   y	   estudio	   de	   las	   diferencias	   estructurales	   entre	   ambas	  
versiones	  de	  la	  proteína.	  
• Modelado	  del	  dominio	  extra	  C-­‐terminal	  de	  GlyA1	  por	  homología	  de	  secuencia.	  
• Caracterización	   estructural	   de	   la	   proteína	   completa	   GlyA1	   mediante	   los	   resultados	  
cristalográficos,	   los	  modelos	   bioinformáticos	   del	   dominio	   C-­‐terminal	   y	   los	   datos	   de	   SAXS.	  
Análisis	  de	  los	  modelos	  de	  la	  proteína	  completa	  y	  del	  papel	  del	  dominio	  extra	  C-­‐terminal.	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5.3)	  DISCUSIÓN	  
En	  primer	   lugar,	  esta	   investigación	  resalta	   la	   importancia	  de	   la	  metagenómica	  en	   la	  obtención	  
de	   nuevas	   funcionalidades	   enzimáticas	   a	   partir	   de	   entornos	   no	   muy	   accesibles,	   pero	   ricos	   en	  
diversidad	  y	  multiplicidad	  de	  actividades	  y	  estructuras	  moleculares.	  Este	  método	  es	  una	  estrategia	  
útil	  para	  encontrar	  nuevos	  genes	  con	  relevancia	  biotecnológica.	  
En	   particular,	   la	   enzima	   descrita	   en	   este	   capítulo,	   GlyA1,	   fue	   aislada	   de	   una	   librería	   de	  
metagenoma	   de	   rumen	   bovino,	   presentando	   dos	   características	   únicas	   y	   originales	   dentro	   de	   la	  
familia	  GH3,	  a	  la	  que	  pertenece.	  Por	  un	  lado,	  su	  secuencia	  de	  aminoácidos	  refleja	  una	  alteración	  en	  
el	  orden	  de	  los	  dominios	  que	  conforman	  la	  estructura	  terciaria	  de	  la	  enzima,	  además	  de	  la	  presencia	  
de	  una	  región	  extra	  C-­‐terminal,	  que	  podría	  constituir	  otro	  dominio	  anexo.	  Por	  otro	  lado,	  el	  análisis	  de	  
su	   actividad	   revela	   que	   es	   una	   enzima	   multifuncional	   capaz	   de	   degradar	   distintos	   tipos	   de	  
carbohidratos.	  
Si	   bien	   ya	   se	   conocía	   la	   inversión	  de	  dominios	   en	   algunas	   glicosil	   hidrolasas	   bacterianas	   de	   la	  
familia	  3117,	  hasta	   la	   fecha	  no	   se	  había	   resuelto	   la	  estructura	  de	  ninguna	  GH3	  con	  permutación	  de	  
dominios.	   La	   inversión	   de	   secuencias	   es	   un	   importante	   mecanismo	   evolutivo	   para	   crear	   nuevas	  
estructuras.	  Normalmente,	   la	   permutación	  en	   la	   secuencia	   de	   aminoácido	  de	  una	  enzima	   conlleva	  
cambios	   apreciables	   en	   su	   arquitectura	   molecular118;	   sin	   embargo,	   GlyA1	   mantiene	   el	   patrón	   de	  
plegamiento	   común	   de	   las	   β-­‐glucosidasas	   de	   la	   familia	   GH3,	   representadas	   por	   la	   enzima	   de	  
Thermotoga	  neapolitana	  83.	  
Así,	   la	   estructura	   de	   GlyA1	  presentada	   en	   este	   trabajo	   representa	   un	   paradigma	   dentro	   de	   la	  
familia	   GH3	   y	   define	   una	   nueva	   subfamilia.	   Esta	   permutación	   de	   dominios	   conlleva	   algunos	  
elementos	   estructurales	   novedosos,	   como	   el	   segmento	   conector	   entre	   el	   dominio	   FnIII	   y	   el	   barril	  
(β/α)8	  que	  envuelve	  al	  núcleo	  estructural,	  descrito	  por	  primera	  vez	  en	  este	  trabajo	  de	  investigación.	  
Por	  otra	  parte,	  dado	  que	  el	  centro	  activo	  de	  GH3	  se	  encuentra	  en	  la	  interfase	  entre	  dos	  dominios,	  la	  
predicción	  estructural	  de	  los	  residuos	  involucrados	  en	  la	  actividad	  en	  esta	  subfamilia	  no	  era	  accesible	  
mediante	   modelado	   por	   homología	   de	   secuencia,	   utilizando	   como	   patrón	   las	   enzimas	   reportadas	  
anteriormente.	   La	   estructura	   de	   GlyA1	   aquí	   descrita	   es,	   sin	   embargo,	   un	   patrón	   adecuado	   para	  
modelar	   otros	   miembros	   de	   la	   familia	   con	   permutación	   de	   dominios,	   lo	   que	   permitirá	   realizar	  
estudios	  de	  ingeniería	  de	  proteínas	  encaminadas	  al	  diseño	  de	  nuevas	  actividades	  en	  las	  enzimas	  de	  
esta	  subfamilia.	  
Las	   segunda	   característica	   novedosa	   de	   GlyA1	   es	   su	   amplia	   especificidad,	   ya	   que	   es	   una	   β-­‐
glucosidasa/β-­‐xilosidasa,	   pero	   además	   presenta	   otras	   actividades	   como	   β-­‐galactosidasa,	   β-­‐
fucosidasa,	  α-­‐L-­‐arabinofuranosidasa,	  α-­‐L-­‐arabinopiranosidasa	  y	  liquenasa.	  
El	   análisis	   filogenético	   sugiere	   que	   la	   permutación	   de	   dominios	   está	   asociada	   con	   enzimas	  
procedentes	   de	   microorganismos	   de	   la	   microbiota	   intestinal.	   En	   el	   tracto	   gastrointestinal	   de	   los	  
animales,	   las	   bacterias	   que	   allí	   habitan	   están	   expuestas	   a	   distintos	   polisacáridos	   de	   plantas,	   con	  
complejas	   estructuras	   y	   composiciones	   químicas,	   entre	   los	   que	   abundan	   la	   celulosa	   y	   la	  
hemicelulosa.	   La	   hemicelulosa	   está	   compuesta	   por	   una	   red	   de	   polímeros	   distintos,	   que	   contienen	  
unidades	  de	  glucosas,	   xilosas,	   fucosas,	   arabinosas,	   etc.	  Además,	   las	  β-­‐xilosidasas	  de	   la	   familia	  GH3	  
presentan	   preferencia	   por	   los	   polisacáridos,	   aunque	   también	   son	   capaces	   de	   degradar	  
xilooligosacáridos.	   Sin	   embargo,	   tienen	   muy	   poca	   actividad	   frente	   a	   xilobiosa119.	   Por	   tanto,	   GlyA1	  
podría	   degradar	   diversos	   compuestos	   de	   las	   paredes	   celulares	   de	   plantas.	   Si	   bien	   es	   necesario	  
realizar	   más	   experimentos	   para	   determinar	   la	   especificidad	   concreta	   frente	   a	   estos	   complejos	  
polisacáridos,	   los	   ensayos	  bioquímicos	  presentes	   en	   este	   trabajo	  parecen	   indicar	   que	  GlyA1	   podría	  
degradar	   los	   distintos	   polímeros	   que	   componen	   la	   hemicelulosa	   (xiloglucanos,	   arabinoxilanos,	  
fucomananos,	   galactomananos	   y	   β-­‐glucanos),	   lo	   que	   sería	   de	   gran	   utilidad,	   por	   ejemplo,	   en	   la	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eliminación	  de	   compuestos	   secundarios	   en	   la	   industria	   papelera	  o	   la	   producción	  de	   fibra	  dietética	  
más	  soluble	  y	  con	  mejores	  prestaciones.	  
Por	   otra	   parte,	   los	   β-­‐glucanos	   tienen	   un	   gran	   interés	   en	   la	   industria	   alimentaria	   ya	   que	   su	  
consumo	   está	   relacionado	   con	   la	   disminución	   del	   colesterol43.	   Además,	   un	   menor	   grado	   de	  
polimerización	   de	   estos	   β-­‐glucanos	   parece	   tener	   un	   efecto	   más	   beneficioso	   en	   la	   salud	   del	  
individuo21,	  por	  lo	  que	  su	  degradación	  parcial	  es	  de	  gran	  interés.	  Sin	  embargo,	  hasta	  la	  fecha	  sólo	  se	  
ha	  explorado	  y	  reconocido	  el	  papel	  saludable	  de	  los	  β-­‐glucanos	  de	  avena45.	  Por	  ello	  creemos	  que	  la	  
capacidad	  de	  GlyA1	  para	  degradar	  y/o	  modificar	  β-­‐glucanos	  de	  distinto	  origen	  vegetal	  puede	  ser	  muy	  
interesante	  para	  la	  producción	  de	  nuevas	  fuentes	  de	  alimentos	  funcionales.	  
Además,	   ya	   que	   GlyA1	   es	   una	   glicosidasa	   con	   mecanismo	   de	   retención,	   tiene	   un	   interesante	  
potencial	   para	   producir	   distintos	   prebióticos	   emergentes	   por	   transglicosilación	   (figura	   5.1),	   como	  
xilooligosacáridos	   (XOS)	   o	   gentiooligosacáridos	   (GeOS).	   Los	   XOS	   son	   oligosacáridos	   formados	   por	  
cadenas	  de	  D-­‐xilosa	  unidas	  por	  enlaces	  β(1-­‐4)	  que	  se	  obtienen,	  actualmente,	  por	  hidrólisis	  del	  xilano	  
presente	  en	  la	  hemicelulosa.	  Estudios	  in	  vivo	  han	  demostrado	  su	  efecto	  bifidogénico11,	  y,	  por	  tanto,	  
son	  compuestos	  cuyo	  uso	  está	  en	  auge	  como	  prebióticos.	  Los	  GeOS	  son	  oligosacáridos	  de	  glucosas	  
unidas	  por	  enlaces	  β(1-­‐6)	  que	  no	  se	  hidrolizan	  en	  el	  estómago	  ni	  en	  el	  intestino	  delgado	  y	  producen	  
un	  aumento	  de	  la	  población	  de	  bifidobacterias	  y	  lactobacilos120.	  Se	  sintetizan	  por	  transglucosilación,	  
produciendo	  GeOS	  con	  grados	  de	  polimerización	  mayores	  a	  3121.	  
La	  capacidad	  de	  GlyA1	  para	  degradar	  oligosacáridos	  de	  β-­‐glucanos	  y	  β-­‐xilanos	  le	  convierte	  en	  un	  
buen	   candidato	   para	   producir	   prebióticos	   emergentes	   de	   un	   grado	   de	   polimerización	  medio,	  más	  
resistentes	  a	  la	  degradación	  por	  las	  enzimas	  intestinales	  humanas.	  En	  consecuencia,	  nuevos	  ensayos	  
de	   transglicosilación	   permitirán	   investigar	   las	   capacidades	   sintéticas	   de	   esta	   enzima,	   y	   su	   posible	  
aplicación	  biotecnológica.	  
	  
Figura	   5.1	   Estructura	   de	   GlyA1	   en	   complejo	   con	   XOS	   y	   GeOS.	   Sobre	   la	   superficie	   de	   GlyA1	   se	   han	  
superpuesto	  una	  molécula	  de	  gentiotriosa	   (naranja)	  y	  una	  xilopentaosa	   (azul),	  por	   comparación	  con	  
los	  complejos	  experimentales	  reportados	  en	  este	  trabajo.	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6.	  CONSIDERACIONES	  FINALES	  
Dada	  la	  gran	  abundancia	  y	  variabilidad	  de	  tipos	  de	  hidratos	  de	  carbono	  que	  se	  incorporan	  en	  la	  
dieta,	  y	  la	  escasez	  de	  genes	  que	  codifican	  enzimas	  capaces	  de	  metabolizar	  estos	  polisacáridos	  en	  el	  
genoma	   humano,	   debemos	   considerar	   nuestras	   capacidades	   metabólicas	   como	   la	   suma	   de	   los	  
constituyentes	   celulares	   microbianos	   y	   humanos50.	   Además,	   el	   genoma	   microbiano	   es	   capaz	   de	  
seguir	   el	   continuo	   cambio	   de	   alimentación	   y	   adaptarse5.	   Por	   ello,	   y	   por	   el	   creciente	   número	   de	  
enfermedades	  metabólicas	   relacionadas	   con	   la	   disbiosis	  microbiana	   y	   la	   inflamación,	   las	   industrias	  
alimentarias	   y	   farmacéuticas	   están	   incrementado	   su	   investigación	   en	   la	   producción	   de	   nuevos	  
compuestos,	  denominados	  alimentos	  funcionales,	  que	  mejoran	  la	  salud	  y	  el	  bienestar	  humano.	  
Muchos	   de	   los	   compuestos	   identificados	   hasta	   el	   momento	   como	   prebióticos	   son	  
oligosacáridos,	   cuyo	   perfil	   de	   actividad	   depende	   enormemente	   de	   su	   estructura	   química11.	   La	  
enzimas	   que	   producen	   o	   procesan	   carbohidratos	   son	   las	   glicosil	   hidrolasas46.	   Conocer	   sus	  
mecanismos	  moleculares	  nos	  permite	  buscar	  y	  obtener	  nuevos	  compuestos	  prebióticos	  y	  realizar	  un	  
diseño	  racional	  de	  variantes	  con	  el	  fin	  de	  generar	  biocatalizadores	  más	  eficientes.	  En	  este	  aspecto,	  la	  
Cristalografía	  de	  rayos	  X	  aporta	   información	  a	  nivel	  atómico,	  vital	  para	   la	  mejora	  biotecnológica	  de	  
las	  enzimas.	  Asimismo,	  el	  estudio	  de	  los	  complejos	  proteína-­‐carbohidratos	  ayuda	  a	  profundizar	  en	  el	  
conocimiento	  de	  la	  especificidad	  de	  substrato	  inherente	  de	  cada	  tipo	  de	  glicosidasa,	  permitiendo	  un	  
diseño	   dirigido	   hacia	   la	   producción	   de	   prebióticos	  más	   eficientes.	   Pero	   además,	   esta	   información	  
estructural	   permite	   el	   diseño	   de	   procesos	   para	   producir	   novedosos	   compuestos	   bioactivos	   por	  
glicosilación.	  
En	   este	   aspecto,	   aquí	   se	   presenta	   un	   estudio	   de	   cuatro	   enzimas	   GH	   capaces	   de	   producir	  
carbohidratos	   con	   capacidades	   prebióticas:	   la	   invertasa	   de	   S.	   cerevisiae	   (ScInv),	   la	   β-­‐
fructofuranosidasa	   (XdInv)	   y	   la	   α-­‐glucosidasa	   de	   X.	   dendrorhous	   (Xd-­‐αGlu)	   y	   la	   β-­‐glicosidasa	   de	  
metagenoma	   de	   rumen	   bovino	   (GlyA1).	   Sus	   estructuras	   tridimensionales	   han	   revelado	   los	  
componentes	  estructurales	  implicados	  en	  el	  reconocimiento	  de	  los	  distintos	  substratos,	  y	  su	  posible	  
uso	  para	  la	  biosíntesis	  de	  distintos	  glicocompuestos.	  
Por	   una	   parte,	   ScInv	   y	   XdInv	   han	   demostrado	   capacidad	   de	   producir	   β(2-­‐6)-­‐FOS,	   de	   mayor	  
capacidad	  prebiótica	  que	  los	  FOS	  actualmente	  comercializados.	  Sus	  estructuras	  tridimensionales	  han	  
derivado	  en	  estudios	  de	  mutagénesis	  dirigida	  para	  mejorar	  la	  producción	  de	  este	  tipo	  de	  β(2-­‐6)-­‐FOS.	  
Mientras	  que	  los	  mutantes	  de	  ScInv	  con	  mejoradas	  capacidades	  sintéticas	  que	  la	  enzima	  nativa	  han	  
originado	   diversos	   trabajos	   de	   investigación	   ya	   publicados105,	   122,	   los	   ensayos	   de	   mutaciones	  
concretas	   identificadas	   en	   XdInv	   aún	   se	   están	   llevando	   a	   cabo,	   tanto	   para	   la	   producción	   de	  
prebióticos	   (neo-­‐FOS,	  MFOS	   y	  otros	  hetero-­‐FOS),	   como	  para	   la	   producción	  de	   fructosil-­‐conjugados	  
con	  diversos	  antioxidantes.	  
Por	   otro	   lado,	   el	   modelo	   computacional	   de	   la	   estructura	   de	   Xd-­‐αGlu	   muestra	   dos	   nuevos	  
determinantes	   estructurales	   que	   podrían	   ser	   los	   responsables	   de	   la	   capacidad	   de	   esta	   enzima	   de	  
producir	  α(1-­‐6)-­‐IMOS	  de	  tamaño	  medio123,	  compuestos	  muy	  interesantes	  ya	  que	  son	  mas	  resistentes	  
a	   la	   hidrólisis	   por	   las	   enzimas	   humanas	   que	   los	   comercializados	   siropes	   de	   IMOS,	   y	   por	   tanto,	  
candidatos	   a	   ser	   reconocidos	   como	   prebióticos.	   Por	   ello,	   actualmente	   se	   está	   trabajando	   en	   la	  
expresión	   y	   purificación	   de	   la	   enzima	   para	   comenzar	   con	   los	   ensayos	   de	   cristalización.	   Su	  
cristalización	   y	   posterior	   resolución	   estructural	   permitirán	   dilucidar	   inequívocamente	   los	   residuos	  
responsables	  del	  reconocimiento	  de	  los	  distintos	  substratos	  y	  productos,	  para	  la	  síntesis	  dirigida	  de	  
IMOS	  y	  hetero-­‐IMOS	  tipo	  α(1-­‐6).	  
Caben	  destacar	   los	  múltiples	  usos	  de	   la	  β-­‐glicosidasa	  aislada	  de	  rumen	  para	  distintos	  procesos	  
biotecnológicos.	   Su	   doble	   actividad	   β-­‐glucosidasa/β-­‐xilosidasa	   sobre	   substratos	   de	   tamaño	  medio,	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además	  de	  sus	  actividades	  asociadas,	   la	  convierten	  en	  una	  buena	  candidata	  para	  el	  tratamiento	  de	  
productos	  secundarios	  de	  ciertas	   industrias,	  como	   la	  papelera,	  o	   la	  conversión	  de	  biomasa.	  A	  nivel	  
nutricional,	   podría	   ser	   una	   gran	   herramienta	   para	  mejorar	   las	   características	   de	   ciertos	   alimentos	  
procesados,	  como	  el	  tratamiento	  de	  la	  pulpa	  de	  los	  zumos91,	  o	  producir	  fibra	  dietética	  más	  soluble	  y	  
con	   mejores	   prestaciones	   para	   la	   industria	   alimentaria.	   Por	   último,	   y	   no	   menos	   importante,	   el	  
ingente	  crecimiento	  del	  mercado	  de	  prebióticos	  hace	  necesario	  optimizar	  los	  procesos	  de	  obtención	  
de	   carbohidratos	   prebióticos.	   Por	   ello,	   se	   está	   investigando	   en	   la	   producción	   de	   nuevos	  
oligosacáridos	   a	   partir	   de	   los	   remanentes	   de	   otros	   procesos	   industriales.	   En	   este	   aspecto,	   los	  
xilooligosacáridos	  y	  los	  gentiooligosacáridos	  son	  grandes	  candidatos	  ya	  que	  se	  producen	  a	  partir	  de	  
hidrolizados	   de	   la	   pared	   celular	   y	   del	   almidón,	   las	   dos	   fuentes	   naturales	   de	   carbohidratos	   más	  
utilizadas	  en	  industria.	  
Finalmente,	   es	   importante	   señalar	   que	   además	   de	   sus	   aplicaciones	   biotecnológicas,	   nuestros	  
resultados	   tienen	   implicaciones	   biológicas	   muy	   relevantes.	   Así,	   hemos	   comprobado	   de	   manera	  
inequívoca	   que	   el	   dominio	   no	   catalítico	   de	   las	   enzimas	   GH32	   tiene	   un	   papel	   fundamental	   en	   la	  
regulación	   de	   la	   estructura	   cuaternaria	   de	   las	   enzimas	   de	   levadura	   y,	   de	   manera	   directa,	   en	   su	  
especificidad	  de	  substrato.	  Es	  interesante	  resaltar	  que	  este	  sofisticado	  mecanismo	  de	  regulación	  no	  
se	   ha	   encontrado	   en	   las	   enzimas	   de	   plantas	   conocidas	   hasta	   el	   momento,	   a	   pesar	   de	   que	   están	  
implicadas	  en	  complicados	  procesos	  de	  crecimiento	  o	  señalización	  celular.	  
Por	   otra	   parte,	   hemos	   identificado	   una	   subfamilia	   dentro	   de	   la	   familia	   GH3,	   que	   presenta	  
permutación	   de	   sus	   dominios	   y	   que	   esta	   asociada	   a	   los	   microorganismos	   que	   colonizan	   el	   tracto	  
intestinal.	  Estos	  resultados	  contribuyen	  a	  tener	  una	  imagen	  más	  completa	  de	  esta	  amplia	  y	  compleja	  
familia	   de	   proteínas,	   muchas	   de	   las	   cuales	   están	   implicadas	   en	   degradación	   de	   la	   biomasa,	  
remodelación	  de	  la	  pared	  bacteriana	  o	  defensa	  frente	  a	  patógenos.	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7.	  CONCLUSIONES	  
	  
Se	  enumeran	  a	  continuación	  las	  principales	  conclusiones	  que	  se	  extraen	  del	  estudio	  de	  cada	  una	  
de	  las	  enzimas	  caracterizadas	  en	  este	  trabajo.	  
	  
	  
Invertasa	  de	  Saccharomyces	  cerevisiae	  (ScInv)	  
1. El	   análisis	   cristalográfico	   de	   la	   invertasa	   de	   Saccharomyces	   cerevisiae	   (ScInv)	  muestra	   una	  
estructura	   octamérica	   formada	   por	   la	   tetramerización	   de	   dos	   tipos	   de	   dímeros	   (abierto	   y	  
cerrado),	  a	  través	  de	  la	  hebra	  β1-­‐β2	  del	  dominio	  β-­‐sándwich	  de	  cada	  subunidad.	  
2. La	   resolución	   estructural	   de	   ScInv	   revela	   un	   monómero	   con	   topología	   típica	   GH32	   y	   un	  
dímero	   muy	   similares	   a	   los	   observados	   previamente	   en	   la	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	  
Schwanniomyces	   occidentalis	   (SoFfase).	   Sin	   embargo,	   las	   diferencias	   en	   sus	   dominios	   β-­‐
sándwich	   tienen	   un	   papel	   fundamental	   en	   la	   formación	   de	   los	   distintos	   tipos	   de	  
oligomerización,	  que	  define	  la	  especificidad	  de	  substrato	  de	  cada	  enzima.	  
3. La	  configuración	  octamérica	  de	  ScInv	   impide	  el	  reconocimiento	  de	  fructooligosacáridos	  con	  
más	  de	  3-­‐4	  unidades,	  lo	  que	  le	  confiere	  por	  tanto	  actividad	  esencialmente	  invertasa.	  
	  
	  
β-­‐Fructofuranosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  (XdInv)	  
4. La	   β-­‐fructofuranosidasa	   de	  Xanthophyllomyces	   dendrorhous	   (XdInv)	   es	   un	   enzima	   dimérica	  
cuya	  subunidad,	  con	  plegamiento	  típico	  de	  la	  familia	  GH32,	  presenta	  dos	  insertos	  novedosos	  
en	  los	  extremos	  N-­‐	  y	  C-­‐terminal.	  
5. El	  dímero	  de	  XdInv	  muestra	  una	  topología	  única	  en	  la	  familia,	  con	  ambos	  centros	  activos	  en	  
la	  misma	   cara	   y	   conectados	   por	   una	   hendidura.	   Esta	   disposición	   de	   los	   bolsillos	   catalíticos	  
permitiría	  la	  degradación	  de	  fructanos	  mixtos	  ramificados.	  
6. El	   dímero	   de	   XdInv	   se	   forma	   a	   través	   de	   una	   N-­‐glicosilación,	   situada	   en	   la	   interfase	   del	  
dímero,	   y	   la	   extensión	   C-­‐terminal	   del	   dominio	   β-­‐sándwich,	   que	   se	   pliega	   sobre	   el	   dominio	  
catalítico	  y	  está	  implicada	  tanto	  en	  la	  oligomerización	  como	  en	  la	  actividad.	  
7. El	   centro	   activo	   de	   XdInv	   presenta	   dos	   sitios	   de	   unión	   de	   substrato,	   uno	   polar	   que	   une	  
substratos	   tipo	   inulina	   y	   otro	   hidrofóbico	   que	   une	   los	   substratos	   tipo	   levano.	   Este	   amplio	  
centro	  activo	  explica	   su	  amplia	   especificidad	  para	   transfructosilar	  distintos	   carbohidratos	   y	  




	   	  
112	  
	  
	   	  
α-­‐Glucosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	  (Xd-­‐αGlu)	  
8. La	  predicción	  estructural	   de	   la	  α-­‐glucosidasa	  de	  Xanthophyllomyces	  dendrorhous	   (Xd-­‐αGlu)	  
muestra	  un	  plegamiento	  típico	  de	  las	  enzimas	  de	  eucariota	  de	  la	  familia	  GH31.	  
9. Este	  modelo	  bioinformático	  exhibe	  dos	  componentes	  estructurales	  novedosos:	  un	  inserto	  en	  
el	   dominio	   N-­‐terminal	   y	   un	   Inserto	   2	   inusualmente	   largo	   en	   el	   dominio	   catalítico.	  
Proponemos	   que	   estas	   dos	   nuevas	   propiedades	   pueden	   ser	   las	   responsables	   de	   la	  




β-­‐Glicosidasa	  aislada	  del	  metagenoma	  de	  rumen	  bovino	  (GlyA1)	  
10. La	  estructura	  de	   la	  β-­‐glicosidasa	  aislada	  del	  metagenoma	  de	  rumen	  bovino	  (GlyA1)	  muestra	  
una	  permutación	  de	  dominios	  aunque	  conserva	  la	  arquitectura	  general	  de	  las	  β-­‐glucosidasas	  
GH3.	   Esta	   permutación	   de	   dominios	   parece	   asociada	   a	   enzimas	   de	   microorganismos	   que	  
habitan	  en	  el	  tracto	  digestivo	  de	  mamíferos	  que	  se	  alimentan	  de	  plantas.	  
11. Los	   cristales	   de	   GlyA1	   revelaron	   una	   versión	   truncada	   de	   la	   proteína,	   sin	   los	   últimos	   100	  
residuos,	   que	   forman	   un	   dominio	   extra	   no	   descrito	   previamente	   en	   ninguna	   proteína.	   Los	  
homólogos	  secuenciales	  más	  cercanos	  de	  este	  domino	  C-­‐terminal	  presentan	  topología	  de	  β-­‐
sándwich	  y	  son	  dominios	  de	  unión	  a	  carbohidratos.	  
12. Los	   análisis	   de	   dispersión	   de	   rayos	   X	   a	   bajo	   ángulo	   (SAXS)	   de	   la	   proteína	   en	   solución	  
muestran	  que	  la	  enzima	  completa	  forma	  una	  estructura	  compacta	  donde	  el	  dominio	  extra	  C-­‐
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9.	  ANEXOS	  
ANEXO	  I:	  RESUMEN	  DE	  LOS	  OLIGOSACÁRIDOS	  REFERIDOS	  EN	  LA	  TESIS	  
En	   la	   siguiente	   tabla	   se	   encuentra	   un	   resumen	   de	   los	   mono-­‐,	   di-­‐,	   tri-­‐,	   oligo-­‐	   y	   polisacáridos	  
contenidos	  en	  esta	  tesis,	  indicando	  su	  nombre	  común	  y	  su	  composición	  química.	  




Fructosa	   D-­‐fructofuranosa	  
Galactosa	   D-­‐galactopiranosa	  
Glucosa	   D-­‐glucopiranosa	  
Manitol	   D-­‐manitol	  (monosacárido	  lineal)	  
Sorbitol	   D-­‐glucitol	  (monosacárido	  lineal)	  
Xilosa	   D-­‐xilopiranosa	  
Disacáridos	  
Celobiosa	   β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Gentiobiosa	   β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Gentiobiulosa	   β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Isomaltosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Isomaltulosa	  
(Palatinosa)	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Kojibiosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐2)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Lactosa	   α-­‐D-­‐galactopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Lactulosa	   β-­‐	  D-­‐galactopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Laminaribiosa	   β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐3)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Maltosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Maltulosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Melibiosa	   α-­‐D-­‐galactopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Melibiulosa	   α-­‐D-­‐galactopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Nigerosa	  
(Sakebiosa)	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Sacarosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Soforosa	   β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐2)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Trehalosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Turanosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(3-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Xilobiosa	   β-­‐	  D-­‐xilopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐xilopiranosa	  
Trisacáridos	  
Erlosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(4-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Isomaltotriosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
1-­‐Kestosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
6-­‐Kestosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐6)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Lactosacarosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(4-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐galactopiranosa	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Maltotriosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Neokestosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐6)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐2)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Neoerlosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐6)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(4-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Panosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Rafinosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(6-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐galactopiranosa	  
Oligosacáridos	  
(>3	  unidades)	  





Maltotetraosa	   α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Neonistosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(6-­‐2)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosa	  
Nistosa	   β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Polisacáridos	  
(Polímeros)	  
siendo	  n	  el	  número	  de	  
repeticiones	  
Amilosa	   [α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil]n	  
Amilopectina	   [α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil]n,	  	  con	  ramificaciones	  α-­‐(1-­‐6)	  
Celulosa	   [β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)-­‐β-­‐D-­‐glucopiranosil]n	  
Dextrano	   [α-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐6)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosil]n,	  	  con	  ramificaciones	  α-­‐(1-­‐4)	  
β-­‐Glucano	   [β-­‐D-­‐glucopiranosil-­‐(1-­‐4)/(1-­‐3)-­‐β-­‐D-­‐glucopiranosil]n	  
Inulina	   [β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐1)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil]n-­‐(2-­‐1)-­‐α-­‐D-­‐glucopiranosa	  
Levano	   [β-­‐D-­‐fructofuranosil-­‐(2-­‐6)-­‐β-­‐D-­‐fructofuranosil]n-­‐(2-­‐6)-­‐D-­‐glucopiranosa	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ANEXO	  II:	  CRISTALIZACIÓN	  Y	  RESOLUCIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  
La	   Biología	   Estructural	   es	   un	   ámbito	   de	   la	   ciencia	   cuyo	   objetivo	   es	   estudiar	   la	   estructura	   de	  
macromoléculas	   biológicas,	   tales	   como	   los	   ácidos	   nucleicos	   o	   las	   proteínas,	   y	   su	   relación	   con	   la	  
función	   biológica.	   Esta	   área	   científica	   utiliza	   técnicas	   de	   la	   Biología	   Molecular,	   la	   Bioquímica	   y	   la	  
Biofísica	  para	  determinar	   la	  forma	  tridimensional	  de	  las	  macromoléculas	  biológicas.	  En	  el	  marco	  de	  
esta	  tesis,	  la	  resolución	  estructural	  de	  proteínas	  se	  realiza	  mediante	  Cristalografía	  de	  rayos	  X,	  una	  de	  
las	   técnicas	   experimentales	   más	   potentes	   para	   determinar	   la	   estructura	   tridimensional	   de	   las	  
macromoléculas	  biológicas	  a	  nivel	  atómico	  y	  sin	   límite	  en	  el	  tamaño	  molecular.	  Esta	  técnica	  consta	  
de	  varias	  etapas,	  resumidas	  en	  la	  figura	  A.1.	  
En	  primer	   lugar,	  se	  utilizan	   los	  métodos	  de	   la	  Biología	  Molecular	  para	  aislar	  y	  clonar	  el	  gen	  de	  
interés	   y,	   posteriormente,	   expresar	   y	   purificar	   la	   proteína	   de	   estudio.	   Para	   que	   una	   muestra	   de	  
proteína	  sea	  adecuada	  para	  su	  cristalización	  es	  necesario	  que	  presente	  un	  alto	  grado	  de	  pureza	  (90-­‐
95%),	  que	   sea	  estable,	  homogénea	  y	   se	  pueda	  obtener	  en	  cantidades	   suficientes124.	  Cada	  proteína	  
seguirá	  un	  proceso	  exclusivo	  de	  obtención	  en	  base	  a	  sus	  propiedades	  físico-­‐químicas	  y	  biológicas,	  lo	  
que	  supone	  que,	  en	  determinadas	  ocasiones,	  esta	  etapa	  actúe	  como	  “cuello	  de	  botella”	  del	  proceso.	  
Para	  facilitar	  esta	  cuestión,	  un	  análisis	  bioinformático	  previo	  puede	  proporcionar	  información	  sobre	  
parámetros	   que	   hay	   que	   controlar	   en	   la	   purificación	   y	   cristalización	   de	   una	   proteína,	   como	   la	  
solubilidad,	   el	   correcto	   plegamiento	   y	   las	   regiones	   de	   desorden,	   así	   como	   obtener	   información	  
estructural	  proveniente	  de	  proteínas	  homólogas.	  
	  
Figura	  A.1.	  Etapas	  básicas	  de	  la	  resolución	  estructural	  de	  proteínas	  mediante	  Cristalografía	  de	  rayos	  X.	  
Imagen	  adaptada	  de	  125.	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CRISTALIZACIÓN	  
Tras	   la	   etapa	   de	   purificación,	   la	   proteína	   se	   encuentra	   disuelta	   en	   una	   solución	   tamponadora	  
(20-­‐50	  mM),	  a	  un	  pH	  compatible	  con	  la	  proteína,	  y	  suplementada	  con	  sales	  como	  el	  cloruro	  de	  sodio	  
(50-­‐150	  mM)	  para	  mantener	  la	  fuerza	  iónica	  del	  medio	  y	  aumentar	  así	  la	  solubilidad	  y	  estabilidad	  de	  
la	  proteína.	  Si	  se	  han	  cumplido	  las	  premisas	  de	  pureza,	  estabilidad	  y	  homogeneidad,	  la	  probabilidad	  
de	   conseguir	   cristales	   se	   incrementa.	   Como	   la	   proteína	   es	   termodinámicamente	   estable	   en	   esta	  
solución,	  se	  mantendrá	  soluble	  siempre	  y	  cuando	  su	  concentración	  no	  alcance	  el	  punto	  de	  saturación	  
(curva	   de	   solubilidad).	   Cuando	   dicho	   punto	   se	   sobrepasa,	   la	   solución	   está	   sobresaturada,	   siendo	  
termodinámicamente	  metaestable.	  En	  este	  momento	  se	   inicia	  un	  proceso	  de	  agregación	  molecular	  
que,	  si	  se	  controla,	  llevará	  a	  la	  obtención	  de	  cristales	  (nucleación).	  En	  cambio,	  si	  la	  agregación	  no	  se	  
controla,	   se	   llega	   a	   una	   situación	   termodinámicamente	   inestable	   y	   se	   produce	   una	   precipitación	  
masiva	  que	  da	  lugar	  a	  un	  precipitado	  amorfo,	  lejos	  del	  orden	  inherente	  a	  un	  cristal125	  (figura	  A.2).	  
Para	  producir	   la	  sobresaturación	  de	   la	  solución,	  se	  utilizan	  distintos	  agentes	  precipitantes,	  que	  
ayudan	   a	   la	   agregación	   progresiva	   de	   la	   proteína.	   Lo	  más	   habitual	   son	   los	   polímeros	   de	   diferente	  
peso	   molecular,	   como	   el	   polietilenglicol	   (PEG),	   o	   las	   sales	   a	   alta	   concentración.	   También	   suelen	  
utilizarse	  alcoholes,	  que	  modifican	  la	  constante	  dieléctrica	  del	  solvente,	  o	  compuestos	  volátiles,	  cuya	  
evaporación	  altera	  la	  solubilidad	  de	  la	  proteína	  paulatinamente.	  
	  
Figura	  A.2.	  Diagrama	  de	   fases	  del	  proceso	  de	  cristalización.	   Las	   flechas	  continuas	   indican	  el	  proceso	  
que	  siguen	  las	  moléculas	  hasta	  formar	  los	  cristales.	  
Existen	  diversas	  técnicas	  que	  permiten	  llevar	  a	  cabo	  experimentos	  controlados	  de	  cristalización	  
de	  macromoléculas.	  En	  esta	  tesis,	  la	  técnica	  empleada	  en	  todos	  los	  casos	  ha	  sido	  la	  difusión	  de	  vapor,	  
donde	  un	  pequeño	  volumen	  de	  la	  solución	  de	  proteína	  se	  pone	  en	  contacto	  con	  una	  cantidad	  similar	  
de	  una	  solución	  de	  cristalización	  que	  contiene	  los	  agentes	  precipitantes,	  y	  se	  expone	  a	  un	  ambiente	  
que	  contiene	  un	  volumen	  mayor	  de	  dicha	  solución	  de	  cristalización	  (reservorio),	  sin	  que	  la	  gota	  y	  el	  
reservorio	  entren	  en	   contacto,	   y	   todo	  ello	   aislado	  del	   exterior125	   (figura	  A.3).	   En	   la	   gota,	   el	   agente	  
precipitante	  se	  encuentra	  diluido	  frente	  a	  la	  concentración	  que	  presenta	  en	  el	  reservorio.	  Bajo	  estas	  
condiciones,	  se	  producirá	  una	  evaporación	  de	  agua	  desde	  la	  gota	  hacia	  el	  reservorio,	  hasta	  equilibrar	  
la	   concentración	  del	   agente	  precipitante	   en	   ambas	   soluciones.	  Así	   pues,	   el	   volumen	  de	   la	   gota	   irá	  
disminuyendo,	   mientras	   que	   la	   proteína	   se	   va	   concentrando.	   Por	   tanto,	   el	   sistema	   se	   acerca	  
lentamente	   a	   la	   saturación	   y,	   posteriormente,	   a	   la	   sobresaturación,	   pasando	   por	   la	   zona	   de	  
nucleación	  en	  la	  que	  se	  generarán	  los	  primeros	  núcleos,	  clusters	  de	  moléculas	  de	  proteína	  agregadas	  
de	   forma	   ordenada.	   Este	   fenómeno	   hace	   que	   disminuya	   la	   concentración	   de	   la	   proteína	   soluble,	  
llevando	  el	  sistema	  a	  una	  situación	  en	  la	  que	  el	  crecimiento	  de	  los	  núcleos	  requiere	  menos	  energía	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que	   la	   formación	   de	   núcleos	   nuevos.	   Así	   pues,	   la	   nucleación	   se	   detiene	   y	   se	   inicia	   la	   etapa	   de	  
crecimiento	   del	   cristal,	   durante	   la	   cual	   la	   proteína	   soluble	   se	   une	   a	   la	   superficie	   de	   los	   núcleos	  
preexistentes,	   aumentando	   su	   tamaño.	   Finalmente,	   el	   sistema	   se	   equilibra	   al	   llegar	   a	   la	   curva	   de	  
solubilidad,	  deteniéndose	  el	  crecimiento	  del	  cristal126	  (figura	  A.2).	  
	  
Figura	  A.3.	  Experimento	  de	  cristalización	  por	  difusión	  de	  vapor.	  A)	  Mezcla	  de	  un	  pequeño	  volumen	  de	  
muestra	   de	   proteína	   (verde)	   y	   solución	   de	   cristalización	   (azul)	   para	   el	   ensayo.	   B)	   Configuración	   del	  
experimento	  de	  cristalización	  en	  gota	  colgante	  y	  en	  gota	  sentada.	  Imagen	  adaptada	  de	  125.	  
No	  se	  pueden	  conocer	   las	  condiciones	  de	  cristalización	  en	   las	  que	  se	  van	  a	  obtener	  cristales	  a	  
priori.	   Por	   ello,	   en	   una	   primera	   etapa,	   se	   hace	   un	   cribado	   con	   técnicas	   de	   alto	   rendimiento	   (HTS,	  
High-­‐throughput	   screening)	   de	   numerosas	   soluciones	   de	   cristalización	   utilizando	   un	   robot	   (en	  
nuestro	   caso,	   Innovadine	  NanodropTM	   ExtY)	   y	   diversos	   kits	   comerciales	   (descritos	   en	   las	   distintas	  
publicaciones	   de	   esta	   tesis),	   aplicando	   la	   técnica	   de	   difusión	   de	   vapor	   con	   configuración	   de	   gota	  
sentada	  sobre	  placas	  de	  96	  pocillos	  InnovaplateTM	  SD-­‐2,	  que	  permite	  usar	  volúmenes	  de	  gota	  muy	  
pequeños	  (250-­‐500	  nL).	  
Generalmente,	   los	   cristales	   que	   se	   obtienen	   en	   esta	   fase	   son	   pequeños	   y	   suelen	   presentar	  
defectos	   e	   irregularidades.	   Por	   ello,	   tras	   la	   búsqueda	   de	   condiciones	   de	   cristalización	   iniciales,	   se	  
realiza	  una	  etapa	  de	  optimización	  que,	  dependiendo	  de	  cada	  caso	  particular,	  puede	  conllevar	  más	  o	  
menos	   pasos.	   Una	   de	   las	   técnicas	   de	   optimización	  más	   habituales	   es	   el	   escalado,	   que	   consiste	   en	  
aumentar	   los	   volúmenes	   de	   proteína	   y	   precipitante	   tanto	   en	   la	   gota	   (hasta	   1	   o	   2	   μL)	   como	   del	  
reservorio,	  con	  el	  objetivo	  de	  conseguir	  cristales	  de	  mayor	  tamaño	  que	  faciliten	  la	  toma	  de	  datos	  de	  
difracción.	   Además,	   para	   controlar	   la	   cristalización	   y	   el	   crecimiento	   cristalino	   es	   fundamental	  
manipular	  ciertas	  variables	  del	  experimento,	  que	  incluyen	  la	  concentración	  de	  la	  proteína,	  el	  pH,	   la	  
temperatura	  y	  el	  agente	  precipitante	  (tanto	  el	  tipo	  como	  su	  concentración).	  A	  veces,	  se	  añaden	  otras	  
moléculas,	   denominadas	   aditivos,	   que	   estabilizan	   las	   proteínas	   y	   favorecen	   su	   empaquetamiento.	  
Estos	  aditivos	  incluyen	  alcoholes,	  detergentes,	  aminoácidos	  y	  azúcares,	  entre	  otros126.	  
Asimismo,	   existe	   una	   técnica	   denominada	   sembrado	   (seeding)	   que	   consiste	   en	   introducir	  
semillas	  de	  cristales	  en	  una	  gota	  pre-­‐incubada	  de	  proteína	  en	   las	  condiciones	  de	  cristalización,	  que	  
sirven	  como	  base	  para	  el	  crecimiento	  de	  nuevos	  cristales.	  Suele	  mejorar	  notablemente	  la	  calidad	  de	  
los	  mismos127,	   y	   reducir	   el	   tiempo	   de	   crecimiento.	   Estas	   semillas	   se	   consiguen	   triturando	   cristales	  
preformados	  que	  no	   son	   suficientemente	  buenos	  para	   tomar	  datos	  de	  difracción,	   pero	   suficientes	  
para	  introducir	  núcleos	  en	  nuevos	  experimentos	  de	  cristalización.	  De	  esta	  forma	  se	  puede	  realizar	  un	  
proceso	  de	  crecimiento	  controlado	  sobre	  núcleos	  preformados.	  
Por	   último,	   se	   han	   descrito	   otras	   técnicas	   que	   facilitan	   la	   cristalización	   de	   proteínas	   que	  
presentan	  problemas	  en	   la	  obtención	  de	  cristales	  o	  en	  su	   reproducibilidad.	  La	  proteólisis	   in	   situ128,	  
por	  ejemplo,	  consiste	  en	  introducir	  proteasas	  en	  las	  gotas	  de	  los	  experimentos	  de	  cristalización,	  con	  
el	   fin	   de	   eliminar	   bucles	   expuestos	   o	   que	   interfieran	   en	   los	   contactos	   cristalinos	   necesarios	   para	  
formar	  el	  cristal	  en	  el	  proceso	  de	  cristalización.	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Por	   otra	   parte,	   cuando	   las	   proteínas	   son	   expresadas	   en	   sistemas	   eucariotas,	   la	   presencia	   de	  
glicosilaciones	   puede	   disminuir	   la	   calidad	   de	   los	   cristales	   ya	   que	   los	   azúcares	   presentan	   mucha	  
heterogeneidad	  química	  y	  estructural.	  Por	  ello,	  para	   la	  eficiente	  cristalización	  de	   las	  glicoproteínas,	  
se	  procede	  a	  su	  desglicosilación	  previa129.	  
	  
PREPARACIÓN	  DE	  LAS	  MUESTRAS	  Y	  RECOGIDA	  DE	  DATOS	  DE	  DIFRACCIÓN	  
Una	  vez	  que	  se	  obtiene	  un	  cristal	  de	  buena	  calidad,	  se	  procede	  a	  la	  toma	  de	  datos	  de	  difracción	  
y	  a	  su	  resolución	  estructural.	  Para	  ello	  debemos	  recurrir	  al	  fenómeno	  de	  difracción	  que	  se	  produce	  al	  
incidir	   un	   haz	   de	   rayos	   X	   sobre	   el	   cristal,	   generando	   un	   patrón	   de	   haces	   difractados	   a	   distintos	  
ángulos	  y	  con	  diferentes	  intensidades.	  
La	   microscopía	   de	   luz	   visible	   es	   incapaz	   de	   proporcionar	   información	   a	   la	   escala	   de	   las	  
estructuras	  atómicas	  de	   las	  moléculas	  que	  componen	  las	  proteínas.	  Es	  por	  ello	  que	  la	  cristalografía	  
de	  rayos	  X	  es	  la	  técnica	  indicada,	  ya	  que	  se	  trata	  de	  una	  radiación	  electromagnética	  con	  una	  longitud	  
de	  onda	  en	  el	  rango	  de	  0,1	  –	  100	  Å.	  En	  los	  experimentos	  de	  difracción	  de	  rayos	  X	  para	  la	  resolución	  
de	  estructuras	  de	  macromoléculas	  se	  utiliza	  una	  banda	  que	  abarca,	  aproximadamente,	  desde	  los	  0,6	  
Å	   hasta	   los	   2,5	   Å.	   La	   elección	   de	   este	   rango	   se	   debe	   a	   que	   equivale	   a	   la	  magnitud	   de	   los	   enlaces	  
existentes	  entre	   los	  átomos	  de	   las	  moléculas	  que	  conforman	  el	  cristal,	  por	   lo	  que	   la	   interacción	  de	  
esta	  radiación	  con	  la	  materia	  es	  capaz	  de	  devolver	  información	  a	  resolución	  atómica125.	  La	  obtención	  
de	   rayos	   X	   con	   estas	   características	   puede	   llevarse	   a	   cabo	   en	   generadores	   de	   ánodo	   rotatorio	   de	  
laboratorio	   o	   en	   las	   instalaciones	   de	   radiación	   sincrotrón	   (figura	   A.4).	   Las	   medidas	   de	   difracción	  
tomadas	  a	  lo	  largo	  de	  este	  trabajo	  de	  tesis	  se	  han	  llevado	  a	  cabo	  en	  los	  sincrotrones	  ESRF	  (Grenoble,	  
Francia),	   Petra-­‐DESY	   (Hamburgo,	   Alemania),	   Diamond	   (Didcot,	   Reino	   Unido)	   y	   ALBA	   (Barcelona,	  
España).	  
La	  señal	  que	  proporciona	  cada	  molécula,	  cada	  proteína	  de	  forma	  aislada,	  es	  muy	  pequeña.	  Por	  
ello,	  al	  utilizar	  cristales	   se	  consigue	  un	  efecto	  multiplicador	  que	  aumenta	   la	   señal	  de	  difracción,	  ya	  
que	   las	   macromoléculas	   se	   encuentran	   todas	   con	   la	   misma	   orientación.	   La	   preparación	   de	   las	  
muestras	   cristalinas	   requiere	   de	   tres	   pasos:	   crio-­‐protección	   y	   montaje	   del	   cristal	   en	   el	   soporte,	  
enfriamiento	   rápido	   del	   cristal	   (shock-­‐cooling)	   y	   trasvase	   del	   cristal	   a	   la	   cabeza	   goniométrica	   del	  
equipo	  de	  rayos	  X	  (figura	  A.4).	  Los	  cristales	  de	  proteína	  se	  recogen	  de	  la	  placa	  de	  cristalización	  con	  un	  
lazo	  de	  nailon	  de	  tamaño	  similar	  al	  de	  cada	  cristal	  en	  particular	  (0,025-­‐0,5	  μm),	  unido	  a	  un	  soporte	  
magnético.	   Para	   reducir	   el	   daño	   que	   sufre	   el	   cristal	   por	   la	   radiación	   incidente,	   los	   cristales	   son	  
vitrificados	   a	   una	   temperatura	   de	   100	   K.	   Debido	   al	   alto	   contenido	   en	   agua	   de	   los	   cristales	   de	  
proteína,	  estos	  se	  tratan	  con	  una	  solución	  crioprotectora	  antes	  de	  sumergirlos	  en	  nitrógeno	  líquido.	  
El	   crioprotector	  actúa	  desplazando	  el	  agua	  no	  estructural	  del	  cristal	  y	  evitando	  así	   la	   formación	  de	  
hielo.	   Los	   agentes	   crioprotectores	   más	   usados	   son:	   PEG,	   MPD	   (2-­‐metil-­‐2,4-­‐pentanodiol),	   glicerol,	  
paratona	  o	  criosales.	  Finalmente,	  el	  soporte	  se	  monta	  sobre	  un	  goniómetro	  que	  permitirá	  su	  centraje	  
y	  rotación	  durante	  la	  recogida	  de	  los	  datos.	  
Los	   rayos	   X	   difractados	   por	   el	   cristal	   se	   registran	   utilizando	   un	   detector.	   Existen	   distintos	  
detectores,	  pero	  el	  más	  utilizado	  actualmente	  en	  los	  sincrotrones	  es	  el	  detector	  de	  matriz	  de	  píxeles,	  
que	  contiene	  una	  capa	  de	  silicio	  muy	  sensible	  que	  absorbe	  los	  rayos	  X	  y	   los	  convierte	  en	  una	  señal	  
eléctrica.	  Además,	  el	  sistema	  de	   lectura	  es	  extremadamente	  eficiente	  y	  rápido,	  y	  genera	  muy	  poco	  
ruido	  de	  fondo.	  
Cuando	  un	  haz	  de	  rayos	  X	  incide	  sobre	  un	  cristal,	  interacciona	  con	  los	  electrones	  de	  los	  átomos	  
que	   componen	   el	   cristal,	   haciéndolos	   vibrar	   acopladamente	   con	   las	   variaciones	   periódicas	   de	   su	  
campo	  eléctrico.	  Al	  oscilar,	  los	  electrones	  se	  convierten	  en	  focos	  de	  nueva	  radiación	  X	  que	  se	  emite	  
de	  forma	  esférica,	  fenómeno	  denominado	  dispersión,	  normalmente	  elástica.	  Los	  rayos	  X	  dispersados	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por	   los	   electrones	   interfieren	   entre	   sí,	   pudiendo	   dar	   lugar	   a	   anulaciones.	   Sin	   embargo,	   como	   los	  
átomos	   en	   un	   cristal	   están	   ordenados	   de	   manera	   regular	   y	   periódica,	   también	   ocurre	   que,	   en	  
determinadas	  direcciones,	  se	  combinan	  y	  refuerzan	  para	  dar	  lugar	  a	  lo	  que	  se	  denomina	  dispersión	  
cooperativa	  o	  difracción.	  
	  
Figura	   A.4.	   Preparación	   de	   la	   muestra	   cristalizada	   para	   su	   difracción.	   (A)	   Montaje	   del	   cristal	   en	   el	  
soporte	  magnético	  e	  inmersión	  en	  nitrógeno	  líquido	  para	  su	  conservación.	  Imagen	  adaptada	  de	  125.	  (B)	  
Fuente	  de	  rayos	  X:	  ánodo	  rotatorio	  (arriba)	  y	  radiación	  sincrotrón	  (abajo).	  (C)	  Detalle	  del	  montaje	  del	  
cristal	  para	  el	  experimento	  de	  difracción.	  Imágenes	  adaptadas	  de	  130.	  
	  
CONCEPTO	  DE	  CRISTAL,	  CELDILLA	  UNIDAD	  Y	  UNIDAD	  ASIMÉTRICA.	  
Debido	   a	   que	   las	   moléculas	   de	   proteína	   de	   un	   cristal	   se	   encuentran	   ordenadas	   de	   forma	  
periódica,	  es	  posible	  determinar	  una	  zona	  mínima	  del	  cristal	  que	  se	  repite	  por	  traslación	  en	  las	  tres	  
direcciones	   espaciales.	   Se	   entiende	   por	   “cristal”	   a	   una	   red	   imaginaria	   formada	   por	   una	   unidad	  
primaria	   de	   volumen,	   denominada	   “celdilla	   unidad”	   o	   “celdilla	   elemental”,	   que	   se	   repite	  
periódicamente	   por	   translación	   a	   lo	   largo	   de	   las	   tres	   direcciones	   del	   espacio.	   Esta	   celdilla	   queda	  
definida	  por	  tres	  ejes	  (a,	  b,	  c)	  y	  por	  tres	  ángulos	  (α,	  β,	  γ),	  y	  sirve	  como	  sistema	  de	  coordenadas	  para	  
referir	   las	  posiciones	  de	  cada	  átomo	  de	  la	  estructura.	  En	  el	   interior	  de	   la	  celdilla	  elemental	  pueden	  
existir,	  a	  su	  vez,	  operaciones	  de	  repetición	  que	  se	  denominan	  “elementos	  de	  simetría”,	  como	  ejes	  de	  
rotación,	  planos	  de	  reflexión	  y	  planos	  de	  deslizamiento.	  Así,	  la	  “unidad	  asimétrica”	  es	  el	  conjunto	  de	  
moléculas	  mínimo	  que,	  tras	  aplicar	   los	  elementos	  de	  simetría,	  representa	  el	  contenido	  de	   la	  cedilla	  
unidad.	   Las	   formas	   en	   que	   se	   pueden	   repetir	   esta	   unidad	   asimétrica	   no	   son	   infinitas	   y	   las	  
macromoléculas	   biológicas	   sólo	   presentan	   65	   modalidades	   de	   repetición	   distintas,	   denominadas	  
“grupos	  espaciales”	  (figura	  A.5).	  
	  
Figura	  A.5.	  Concepto	  de	  unidad	  asimétrica,	  celdilla	  unidad	  y	  cristal.	  Imagen	  adaptada	  de	  130.	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RESOLUCIÓN	  ESTRUCTURAL	  DE	  LA	  PROTEÍNA	  
Una	  vez	  que	  se	  ha	  obtenido	  el	  patrón	  de	  difracción	  experimental,	  se	  suceden	  varias	  etapas	  para	  
analizar	   la	   información	  y	  extraer	   la	  estructura	   tridimensional	  de	   la	  proteína,	   resumidas	  en	   la	   figura	  
A.6.	  
	  
Figura	  A.6.	  Etapas	  del	  procesamiento	  de	  un	  patrón	  de	  difracción.	  
En	   primer	   lugar,	   se	   utilizan	   algunas	   imágenes	   del	   patrón	   de	   difracción	   para	   extrapolar	   la	  
geometría	  de	   la	   red	  cristalina	  a	  partir	  de	   las	  posiciones	  de	   las	   reflexiones	  sobre	  el	  patrón,	  proceso	  
que	  se	  conoce	  como	  “indexado”.	  De	  esta	  manera	  se	  calculan	  las	  dimensiones	  de	  la	  celdilla	  unidad	  (a,	  
b,	  c,	  α,	  β,	  γ)	  y	  se	  estima	  el	  posible	  grupo	  espacial	  característico	  del	  cristal.	  Hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  
que,	   al	   registrar	   una	   rotación	   de	   un	   cristal	   que	   contiene	   diferentes	   elementos	   de	   simetría,	   cada	  
reflexión	  puede	  medirse	  varias	  veces	  en	  distintos	  momentos	  del	  experimento.	  Esta	  redundancia	  es	  
imprescindible	   para	   un	   correcto	   procesado	   de	   los	   datos.	   Tras	   el	   indexado	   se	   realiza	   una	   etapa	   de	  
“integrado”	  consistente	  en	  estimar	  la	  intensidad	  (Ihkl)	  para	  cada	  reflexión	  con	  posición	  (hkl)	  a	  lo	  largo	  
de	   todas	   las	   imágenes	   registradas,	   agrupando	   la	   información	   de	   las	   múltiples	   veces	   que	   ha	   sido	  
registrada	   a	   lo	   largo	   de	   la	   rotación	   del	   cristal.	   Debido	   a	   posibles	   defectos	   de	   heterogeneidad	   del	  
cristal	   o	   al	   daño	   por	   radiación,	   no	   se	   puede	   considerar	   que	   los	   datos	   tomados	   al	   inicio	   del	  
experimento	  o	  en	  determinada	  zona	  del	  cristal	  vayan	  a	  presentar	  la	  misma	  calidad	  que	  los	  tomados	  
al	  final	  del	  experimento	  o	  en	  otra	  zona	  de	  incidencia	  del	  haz	  durante	  la	  rotación.	  Por	  tanto,	  debido	  a	  
esta	  falta	  de	  correlación,	  se	  hace	  necesaria	  una	  etapa	  de	  “escalado”.	  
Posteriormente,	   se	   debe	   solucionar	   el	   “problema	   de	   las	   fases”,	   ya	   que	   de	   los	   patrones	   de	  
difracción	   sólo	   se	   extraen	   intensidades	   absolutas	   por	   lo	   que	  no	   se	   puede	   calcular	   directamente	   la	  
función	  de	  densidad	  electrónica	  que	  precisa	  del	   ángulo	  o	   fase	  asociado	  a	   cada	   reflexión.	  Así,	   cada	  
reflexión	  detectada	  en	  el	  patrón	  de	  difracción	  tiene	  asociado	  un	  factor	  de	  estructura	  Fhkl	  derivado	  de	  
la	   dispersión	   del	   haz	   incidente	   por	   determinados	   átomos	   del	   cristal.	   Por	   tratarse	   de	   una	   onda,	   el	  
factor	  de	  estructura	  Fhkl	  es	  una	  magnitud	  vectorial	  que	  se	  compone	  de	  módulo	  (|Fhkl|)	  y	  fase	  (ϕhkl).	  El	  
módulo	  del	  factor	  de	  estructura	  de	  cada	  reflexión	  es	  proporcional	  a	  su	  intensidad,	  por	  lo	  que	  el	  valor	  
de	  |Fhkl|	   se	  extrae	  directamente	  del	   análisis	  del	  patrón	  de	  difracción	   tras	   la	  etapa	  de	  escalado.	  En	  
cambio,	  durante	  la	  recogida	  de	  datos	  se	  pierde	  la	  información	  de	  su	  fase,	  dando	  lugar	  al	  denominado	  
“problema	  de	  la	  fase”.	  Por	  tanto,	  es	  necesario	  utilizar	  técnicas	  específicas	  que	  nos	  estimen	  unas	  fases	  
iniciales	  aproximadas,	  necesarias	  para	  la	  construcción	  de	  un	  modelo	  inicial	  de	  nuestra	  proteína,	  que	  
serán	  mejoradas	   progresivamente	   hasta	   obtener	   un	  modelo	   final	   que	   se	   ajuste	   lo	  más	   posible	   al	  
experimento.	   Existen	   esencialmente	   dos	   formas	   de	   calcular	   la	   fase,	   el	   método	   del	   “reemplazo	  
molecular”,	  utilizado	  en	  esta	  tesis,	  y	  el	  “faseado	  experimental”125.	  
El	   reemplazo	  molecular	  consiste	  en	  utilizar	  como	  fases	   iniciales	   las	  obtenidas	  de	  otra	  proteína	  
similar	   a	   la	   que	   se	   pretende	   resolver,	   presuponiendo	   que	   secuencias	   similares	   se	   organizan	   en	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plegamientos	   comparables.	   Para	   ello,	   el	   modelo	   tridimensional	   de	   la	   proteína	   similar	   (modelo	   de	  
reemplazo)	  se	  enfrenta	  con	  los	  datos	  experimentales	  del	  cristal	  de	  la	  proteína	  a	  resolver	  (escalado)	  y,	  
mediante	  el	  cálculo	  de	  funciones	  de	  rotación	  y	  traslación,	  se	  posiciona	  en	  la	  red	  cristalina	  a	  resolver.	  
Cuando	  no	  se	  dispone	  de	  una	  proteína	  previamente	  resuelta	  similar	  a	  la	  que	  queremos	  resolver,	  se	  
recurre	  al	   faseado	  experimental,	  donde	  se	   introducen	  átomos	  en	  el	  cristal	  que	  modifican	  el	  patrón	  
de	   difracción	   de	   tal	   forma	   que	   se	   pueda	   calcular	   primero	   una	   subestructura	   formada	   por	   dichos	  
átomos	  y,	  posteriormente,	  tomando	  esta	  subestructura	  como	  referencia,	  construir	  la	  estructura	  de	  la	  
proteína.	  
Una	  vez	  asignada	  la	  fase	  a	  cada	  reflexión,	  se	  puede	  calcular	  la	  función	  de	  densidad	  electrónica	  
del	  cristal.	  La	  representación	  gráfica	  de	  esta	  función	  origina	  el	  mapa	  de	  densidad	  electrónica	  (2Fo-­‐Fc),	  
el	  cual	  proporciona	  la	  información	  necesaria	  para	  la	  construcción	  del	  modelo	  de	  la	  proteína,	  así	  como	  
el	  mapa	  de	  densidad	  electrónica	  diferencia	  (Fo-­‐Fc),	  donde	  los	  picos	  de	  densidad	  positiva	  revelan	  que	  
el	  modelo	  está	  incompleto,	  mientras	  que	  los	  negativos	  muestran	  posiciones	  incorrectas	  del	  mismo.	  
Posteriormente,	  se	  realizan	  varios	  ciclos	  de	  refinamiento,	  hasta	  obtener	  un	  modelo	  estructural	  
final	  que	  explique	  el	  espectro	  de	  difracción	  con	   la	  mayor	  precisión	  posible.	  El	   refinamiento	  es	  una	  
etapa	   imprescindible	   que	   consiste	   en	   minimizar	   las	   diferencias	   entre	   los	   factores	   de	   estructura	  
calculados	  del	  modelo	  con	  los	  factores	  de	  estructura	  experimentales,	  para	  obtener	  un	  nuevo	  mapa	  
de	   densidad	   electrónica	   de	  mejor	   calidad	   que	   el	   anterior	   que	   permite	   construir	   un	   nuevo	  modelo	  
mejorado.	  Además,	  para	  mejorar	   las	   fases,	   se	  utilizan	  dos	   técnicas	   cristalográficas	  muy	  eficaces:	  el	  
aplanamiento	  del	  solvente	  y	  la	  simetría	  no	  cristalográfica	  (NCS).	  El	  aplanamiento	  del	  solvente	  genera	  
una	   máscara	   que	   distingue	   proteína	   y	   solvente,	   fijando	   un	   valor	   constante	   para	   la	   densidad	   del	  
solvente,	   lo	   que	   elimina	   ruido	   en	   el	  mapa	   de	   densidad.	   Por	   su	   parte,	   el	   promediado	   de	   densidad	  
utilizando	   la	   simetría	   no	   cristalográfica	   se	   aplica	   cuando	   existen	   varias	   copias	   de	   la	   molécula	   de	  
proteína	  dentro	  de	  la	  unidad	  asimétrica,	  de	  manera	  que	  se	  usa	  esta	  redundancia	  en	  la	   información	  
para	  promediar	  y	  minimizar	  errores	  en	  el	  cálculo	  del	  mapa.	  
Una	  vez	  resuelta	  la	  estructura,	  y	  antes	  de	  ser	  depositada	  en	  la	  base	  de	  datos	  PDB	  (Protein	  Data	  
Bank),	   debe	   pasar	   un	  minucioso	   proceso	   de	   validación	   donde	   se	   analiza	   la	   geometría	   del	  modelo	  
estructural	  final	  y	  su	  adecuación	  al	  espectro	  de	  difracción	  experimental.	  
	  
CRISTALIZACIÓN	  DE	  COMPLEJOS	  PROTEÍNA-­‐LIGANDO	  
Para	   poder	   cristalizar	   la	   proteína	   en	   complejo	   con	   sus	   substratos,	   es	   necesario	   inactivar	   la	  
enzima,	   por	   lo	   que	   hay	   que	   retomar	   la	   etapa	   de	   clonación	   y	   expresión	   para	   obtener	   el	   mutante	  
inactivo	  de	  la	  enzima	  por	  mutagénesis	  dirigida,	  y	  a	  partir	  de	  ahí	  repetir	   los	  pasos	  de	  cristalización	  y	  
resolución	   estructural	   (figura	   A.1).	   Existen	   dos	   aproximaciones	   para	   realizar	   la	   cristalización	   en	  
presencia	  de	  ligandos:	  la	  inmersión	  (soaking)	  y	  la	  co-­‐cristalización131.	  El	  soaking	  consiste	  en	  sumergir	  
los	   cristales	   de	   proteína	   preformados	   en	   una	   solución	   que	   contiene	   las	   mismas	   condiciones	   de	  
cristalización	  en	  que	  crecieron,	  suplementada	  con	  el	  ligando	  a	  introducir.	  La	  co-­‐cristalización	  consiste	  
en	   la	   incubación	  de	   la	  proteína	   con	  el	   ligando	  antes	  de	   realizar	   los	   experimentos	  de	   cristalización,	  
que	  pueden	  conducir	  a	  nuevas	  condiciones	  distintas	  a	  las	  que	  originan	  cristales	  de	  la	  proteína	  libre.	  
De	  este	  modo,	  los	  cristales	  obtenidos	  contienen	  el	  complejo	  formado	  por	  la	  proteína	  y	  el	  substrato.	  
Los	  cristales	  de	  proteína	  contienen	  grandes	  cantidades	  de	  solvente	  (entre	  el	  30	  y	  el	  80%	  del	  volumen	  
del	  cristal)132.	  Así,	  estos	  canales	  de	  solvente	  permiten	  que	  el	  ligando	  difunda	  por	  el	  interior	  del	  cristal	  
y	  pueda	  acceder	  al	  sitio	  de	  unión.	  Dependiendo	  de	  cada	  caso	  particular	  se	  utilizará	  una	  aproximación	  
diferente,	   variando	   los	   tiempos	   de	   incubación	   o	   inmersión	   y	   la	   concentración	   de	   ligando.
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ANEXO	  III:	  OTRAS	  TÉCNICAS	  DE	  BIOLOGÍA	  ESTRUCTURAL	  
La	  superación	  con	  éxito	  de	   la	  etapa	  de	  cristalización	  es	  una	  condición	  sine	  qua	  non	  para	  
poder	   resolver	   su	   estructura	   por	   Cristalografía	   de	   rayos	   X.	   Es	   por	   eso	   que	   la	   obtención	   de	  
buenos	  cristales	  y/o	  buenos	  patrones	  de	  difracción	  a	  veces	  se	  convierten	  en	  un	  paso	  limitante	  
en	  el	  proceso	  de	   la	   resolución	  estructural	  de	   la	  proteína,	  y	  es	  necesario	  volver	  a	   la	  etapa	  de	  
expresión	  y	  purificación	  para	  mejorar	  la	  muestra,	  los	  cristales	  y	  los	  patrones	  de	  difracción.	  
Por	   ello,	   en	   ocasiones,	   es	   necesario	   recurrir	   a	   otras	   técnicas	   dentro	   de	   la	   Biología	  
Estructural	  que	  no	  requieran	  la	  cristalización	  de	  la	  proteína.	  
	  
DIFRACCIÓN	  DE	  RAYOS	  X	  A	  BAJO	  ÁNGULO	  (SAXS)	  
La	   dispersión	   de	   rayos	   X	   a	   bajo	   ángulo	   (SAXS)	   es	   una	   técnica	   analítica	   que	   permite	  
caracterizar	  el	  tamaño	  y	  la	  forma	  de	  una	  proteína.	  Frente	  a	  la	  cristalografía,	  presenta	  la	  ventaja	  
de	  utilizar	  las	  proteínas	  en	  solución,	  evitando	  el	  a	  veces	  problemático	  proceso	  de	  cristalización.	  
Sin	  embargo,	  la	  resolución	  estructural	  que	  de	  estos	  datos	  se	  puede	  obtener	  es	  mucho	  menor,	  
llegando	  a	  resoluciones	  de	  unos	  30	  Å.	  
Aunque	   la	   cristalografía	   suministra	   un	   detalle	   estructural	   fundamental	   para	   análisis	  
mecanicistas,	  describe	  conformaciones	  de	  baja	  energía	  de	  macromoléculas	  dentro	  de	  las	  redes	  
cristalinas.	   Sin	   embargo,	   SAXS	   ofrece	   información	   del	   comportamiento	   en	   solución	   de	   la	  
proteína:	   el	   plegamiento	   macromolecular,	   o	   el	   no-­‐plegamiento,	   la	   agregación,	   las	  
conformaciones	  extendidas,	   los	  dominios	  unidos	  por	   segmentos	   con	   flexibilidad,	   la	   forma,	   la	  
conformación	   y	   el	   estado	   de	   oligomerización.	   Además,	   los	   experimentos	   de	   SAXS	   pueden	  
llevarse	  a	  cabo	  mucho	  más	  rápidamente	  que	  cualquier	  otro	  de	  crio-­‐microscopía	  electrónica,	  y	  
la	   información	  derivada	  de	   los	  datos	  de	  SAXS	  puede	  ser	  complementaria	  a	   las	  estructuras	  de	  
alta	  resolución133.	  
Por	   ello,	   es	   una	   técnica	   que	   complementa	   a	   la	   cristalografía	   para	   aquellas	   proteínas	   o	  
complejos	  macromoleculares	  que,	  por	  diversas	  causas,	  no	  se	  han	  conseguido	  cristalizar,	  o	  sólo	  
se	  ha	  conseguido	  cristalizar	  una	  parte,	  o	  una	  conformación.	  Así,	  SAXS,	  en	  combinación	  con	  la	  
cristalografía	   de	   proteínas	   y/o	   la	   resonancia	   magnética	   nuclear	   (RMN),	   puede	   ofrecer	   una	  
visión	   más	   completa	   de	   ciertos	   sistemas	   biológicos	   complejos:	   SAXS	   aporta	   información	  
esencial	   sobre	   el	   tamaño	   y	   forma	   de	   las	   partículas,	   mientras	   que	   la	   cristalografía	   o	   RMN	  
aportan	  la	  estructura	  tridimensional	  a	  alta	  resolución	  de	  uno	  o	  varios	  de	  los	  componentes.	  
Esta	  robusta	  técnica	  permite	  caracterizar	  macromoléculas	  biológicas	  en	  solución,	  basada	  
en	   analizar	   la	   dispersión	   de	   rayos	   X	   producida	   por	   una	   macromolécula	   al	   paso	   del	   haz,	   a	  
ángulos	   muy	   próximos	   a	   cero,	   y	   que	   permite	   aportar	   información	   en	   el	   rango	   de	   1	   a	   200	  
nanómetros.	  Actualmente,	   los	  experimentos	  de	  SAXS	  con	  moléculas	  biológicas	  se	  realizan	  en	  
los	   sincrotrones,	   principalmente.	   Las	   fuentes	   de	   luz	   sincrotrón	   ofrecen	   un	   haz	   de	   rayos	   X	  
monocromático,	  bien	  colimado,	  puntual	  e	   intenso,	  cualidades	  que	   lo	  hacen	   inmejorable	  para	  
hacer	  medidas	  a	  bajos	  ángulos.	  Otra	  ventaja	  adicional	  es	  que	  se	  puede	  cambiar	  la	  longitud	  de	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PREPARACIÓN	  DE	  LAS	  MUESTRAS	  Y	  RECOGIDA	  DE	  DATOS	  DE	  DIFRACCIÓN	  DE	  SAXS	  
SAXS	   y	   la	   cristalografía	   de	   rayos	   X	   son	   técnicas	   fundamentalmente	   similares.	   El	   haz	   de	  
rayos	   X	   incidente	   interactúa	   con	   los	   electrones	   de	   todos	   los	   átomos	   en	   la	   macromolécula,	  
originando	  un	  “patrón	  de	  dispersión”,	  es	  decir,	  haces	  de	  rayos	  X	  con	  diferentes	  intensidades	  a	  
diferentes	   ángulos	   de	   dispersión,	   que	   permite	   caracterizar	   la	   estructura	   de	   las	   partículas	  
(figura	  A.7.A).	  Una	  diferencia	  fundamental	  entre	  la	  dispersión	  de	  la	  solución	  y	  la	  cristalografía	  
de	  rayos	  X	  se	  encuentra	  en	  el	  nivel	  de	  organización	  de	  moléculas	  diana	  durante	  la	  recogida	  de	  
datos.	   En	   SAXS,	   la	   señal	   que	   llega	   al	   detector	   es	   un	   promedio	   de	   las	   señales	   de	   todas	   las	  
moléculas	   en	   solución,	   cada	   una	   en	   una	   determinada	   orientación.	   Por	   tanto,	   esta	   señal	   es	  
continua	  y	  radialmente	  simétrica	  (isotrópica,	  igual	  en	  todas	  las	  direcciones	  del	  detector)	  (figura	  
A.7.B).	   Por	   el	   contrario,	   en	   la	   cristalografía	   de	   rayos	   X	   las	   moléculas	   están	   altamente	  
organizadas	  dentro	  de	  la	  red	  cristalina	  lo	  que	  produce	  interferencias	  que	  dan	  lugar	  a	  máximos	  
de	  difracción	  discretos	  (patrón	  de	  difracción)	  debido	  a	  que	  la	  red	  cristalina	  funciona	  como	  un	  
amplificador	  y	  se	  produce	  una	  convolución	  de	  las	  señales	  de	  las	  posiciones	  atómicas133	  (figura	  
A.7.C).	  
El	  requisito	  fundamental	  para	  la	  generación	  de	  buenos	  datos	  de	  difracción	  para	  SAXS	  es	  la	  
presencia	   de	   una	   muestra	   homogénea,	   tanto	   en	   composición	   como	   en	   estado	   de	  
oligomerización,	   monodispersa	   y	   sin	   agregados.	   En	   general,	   el	   consumo	   de	   muestra	   de	  
proteína	  para	   la	   toma	  de	  datos	  de	   SAXS	  es	  pequeña	   (20-­‐50	  μL	   a	  una	   concentración	  de	  5-­‐10	  
mg/mL).	  
	  
Figura	  A.7.	   Bases	   de	   la	   técnica	   de	   SAXS	   vs.	   Cristalografía	   de	   rayos	   X.	  A)	   Proceso	  de	   toma	  de	  
datos	  de	  un	  experimento	  de	  SAXS	  o	  de	  Cristalografía	  de	  rayos	  X.	  Tanto	   las	  muestras	  de	  SAXS	  
como	  los	  cristales	  (naranja)	  se	  colocan	  frente	  a	  un	  haz	  de	  rayos	  X	  colimado	  (rojo)	  y	  se	  miden	  los	  
rayos	  X	  dispersados.	  El	   ángulo	  de	  cualquier	  dispersión,	   respecto	  del	  haz,	  es	  2θ.	  B)	  Patrón	  de	  
dispersión	   de	   una	   muestra	   en	   solución	   (SAXS),	   con	   una	   resolución	   de	   23	   Å.	   C)	   Patrón	   de	  
difracción	   de	   un	   cristal,	   a	   2	   Å	   de	   resolución.	   En	   c)	   la	   resolución	   experimental	   que	   sería	  
equivalente	  a	  la	  obtenida	  por	  SAXS	  se	  indica	  con	  un	  círculo	  rojo.	  El	  círculo	  azul	  indica	  la	  mayor	  
resolución	   de	   SAXS	   alcanzable	   en	   SIBYLS	   (Lawrence	   Berkeley	   National	   Laboratories),	   9	   Å.	  
Imagen	  adaptada	  de	  133.	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PROCESADO	  Y	  ANÁLISIS	  DE	  LOS	  DATOS	  DE	  SAXS	  
En	   los	   experimentos	   de	   SAXS,	   la	   señal	   de	   dispersión	   detectada	   es	   una	   media	   de	   las	  
densidades	  electrónicas	  de	  todos	  los	  átomos	  de	  la	  muestra	  (proteína	  +	  tampón).	  Por	  ello,	  a	  la	  
media	   de	   dispersión	   de	   la	   muestra	   hay	   que	   restarle	   la	   media	   de	   dispersión	   del	   tampón	  
(blanco).	  En	  cada	  experimento,	  se	  hacen	  varias	  medidas	  a	  distintas	  concentraciones.	  Luego,	  y	  
tras	   restar	   el	   valor	   del	   blanco,	   dichas	   curvas	   se	   escalan	   para	   obtener	   un	   única	   curva	   de	  
dispersión	   ideal	   para	   dicha	   muestra,	   con	   programas	   como	   PRIMUS,	   que	   también	   permiten	  
analizar	   los	   datos	   obtenidos.	   Para	   ello,	   se	   utilizan,	   principalmente,	   la	   gráfica	   de	   Guinier,	   la	  
Gráfica	  de	  Kratky	  y	  la	  función	  de	  distribución	  de	  pares,	  P(r)133-­‐134	  (figura	  A.8).	  
	  
Figura	  A.8.	  Etapas	  en	  el	  procesado	  y	  análisis	  de	  los	  datos	  de	  SAXS.	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La	  gráfica	  de	  Guinier	  aporta	  información	  sobre	  el	  estado	  de	  agregación	  de	  la	  muestra.	  La	  
falta	  de	   linealidad	  es	  una	   señal	  de	  agregación.	  De	  esta	   representación	   lineal	  de	   los	  datos	  de	  
dispersión	  se	  puede	  extraer	  los	  valores	  RG	  e	  I(0).	  
El	   radio	   de	   giro	   (RG)	   es	   el	   radio	   promedio	   de	   cada	   partícula	   (molécula	   o	   complejo	  
molecular),	   la	  distancia	  media	  de	  cada	  partícula	  desde	  el	   centro	  hasta	  cada	  extremo.	  Puesto	  
que	  este	  valor	  es	  un	  promedio,	  no	  aporta	  información	  sobre	  la	  forma	  de	  la	  partícula	  y,	  por	  ello,	  
no	  se	  puede	  usar	  para	  calcular	  el	  volumen	  ni	  la	  masa	  molecular	  de	  la	  partícula	  de	  interés.	  
I(0)	   es	   la	   intensidad	   media	   a	   ángulo	   cero	   (q=0)	   y,	   calculado	   por	   extrapolación	   de	   la	  
intensidad	   de	   dispersión	   a	   dilución	   infinita.	   Este	   valor	   está	   relacionado	   directamente	   con	   el	  
volumen	  de	   la	   partícula	   y,	   por	   ello,	   se	   puede	   usar	   para	   calcular	   la	  masa	  molecular	   de	   dicha	  
partícula.	  
La	   gráfica	  de	  Kratky,	   que	   también	   se	   calcula	  directamente	  de	   la	   curva	  de	  dispersión,	   es	  
una	  buena	  herramienta	  para	  evaluar	  el	  plegamiento	  de	  las	  muestras.	  Para	  aquellas	  partículas	  
bien	  plegadas,	  esta	  función	  resulta	  en	  un	  parábola.	  Las	  partículas	  desestructuradas	  presentan	  
una	   gráfica	  más	   lineal,	   como	   ocurre	   en	   las	  muestras	   de	   proteínas	   desplegadas.	   Por	   ello,	   los	  
datos	   de	   SAXS	   se	   pueden	   usar	   como	   análisis	   previos	   a	   la	   cristalización,	   para	   comprobar	   el	  
correcto	  plegamiento	  de	  las	  proteínas.	  
La	  función	  de	  distribución	  de	  pares	  de	  densidades	  (P(r),	  pair-­‐distribution	  function)	  es	  una	  
función	   de	   autocorrelación	   que	   se	   calcula	   directamente	   de	   la	   curva	   de	   dispersión	  mediante	  
una	   transformada	   de	   Fourier,	   con	   programas	   como	   GNOM,	   y	   el	   resultado	   proporciona	  
información	  directa	  sobre	  las	  distancias	  entre	  electrones	  de	  la	  partícula.	  Por	  ello,	  proporciona	  
información	   sobre	   la	   forma	   de	   la	   partícula	   (globular	   o	   multidominio)	   y	   también	   si	   está	  
completamente	  plegada.	  
De	   esta	   función	   P(r)	   también	   se	   pueden	   calcular	   RG	   e	   I(0),	   con	   la	   ventaja	   de	   que	   P(r)	  
abarca	  todos	  los	  datos	  recolectados	  y	  no	  está	  limitado	  a	  una	  región	  más	  pequeña,	  como	  ocurre	  
con	   la	  aproximación	  de	  Guinier.	  Si	   los	  valores	  de	  RG	  e	   I(0)	  calculados	  a	  partir	  de	  Guinier	  o	  de	  
P(r)	   coinciden,	   la	  muestra	  se	  comporta	  como	  partículas	  homogéneas	  y	  monodispersas.	  De	   la	  
función	   P(r)	   también	   se	   calcula	   el	   valor	   Dmax,	   la	   máxima	   distancia	   lineal	   presente	   en	   la	  
partícula.	  
Finalmente,	  el	  volumen	  de	  dicha	  partícula	  se	  puede	  calcular	  a	  partir	  de	  I(0)	  (volumen	  de	  
Porod)	   y,	   de	   este	   volumen,	   calcular	   la	   masa	   molecular	   de	   la	   partícula.	   Para	   proteínas	  
globulares,	   el	   volumen	   de	   Porod	   (en	   nm3)	   es	   el	   doble	   de	   la	   masa	   molecular	   (en	   kDa).	   Sin	  
embargo,	  este	  cálculo	  no	  es	  adecuado	  para	  las	  partículas	  asimétricas.	  
	  
MODELADO	  ESTRUCTURAL	  A	  PARTIR	  DE	  DATOS	  DE	  SAXS	  
La	  función	  P(r)	  puede	  ser	  calculada	  para	  los	  modelos	  atómicos	  obtenidos	  por	  cristalografía	  
de	   rayos	   X	   o	   RMN,	   y,	   aplicando	   la	   transformada	   de	   Fourier	   reversa,	   calcular	   una	   curva	   de	  
dispersión	   de	   SAXS	   teórica.	   Esto	   es	   de	   gran	   utilidad	   para	   combinar	   los	   datos	   obtenidos	   de	  
experimentos	  de	  SAXS	  con	  modelos	  atómicos	  cristalográficos.	  
Existen	   varios	   programas	   para	   calcular	   la	   curva	   de	   dispersión	   teórica	   de	   un	   modelo	  
atómico	  y	  compararla	  con	  sus	  datos	  experimentales.	  CRYSOL135	  es	  uno	  de	  los	  programas	  más	  
utilizados	  y	  utiliza	  el	  valor	  χ2	  como	  un	  indicador	  relativo	  de	  la	  bondad	  del	  ajuste	  entre	  el	  curva	  
de	   dispersión	   teórica	   (scattering	   teórico)	   y	   los	   datos	   experimentales	   de	   SAXS	   de	   la	   proteína	  
completa	  (scattering	  experimental).	  Valores	  bajos	  (idealmente	  <2)	  indican	  un	  buen	  ajuste.	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Para	   crear	   modelos	   estructurales	   a	   partir	   de	   datos	   de	   SAXS	   de	   complejos	   moleculares	  
donde	  se	  conocen	  los	  fragmentos	  que	  lo	  componen	  a	  nivel	  atómico,	  existen	  varios	  programas.	  
En	   el	   caso	   de	   contener	   las	   partes,	   pero	   no	   tener	   información	   del	   segmento	   conector	   entre	  
ellas,	  se	  puede	  utilizar	  el	  programa	  CORAL136.	  
CORAL	  es	  un	  programa	  que	  genera	  un	  modelo	  macromolecular	  a	  partir	  de	  los	  fragmentos	  
resueltos	   de	   dicho	   complejo	   y	   los	   datos	   experimentales	   de	   SAXS	   de	   la	   macromolécula	  
completa.	   Para	   ello,	   utiliza	   una	   metodología	   de	   modelado	   por	   cuerpo	   rígido	   (rigid-­‐body	  
modeling)	   donde	   cada	   fragmento	   se	   considera	   un	   objeto	   estático	   y	   sólo	   se	   modifica	   su	  
orientación	  espacial	  relativa.	  Primero,	  se	  fija	  uno	  de	  los	  fragmentos	  resueltos,	  normalmente,	  el	  
de	   mayor	   tamaño.	   El	   resto	   de	   fragmentos	   se	   mueven	   alrededor	   de	   éste.	   Además,	   CORAL	  
modela	  ab	   initio	   los	  segmentos	  conectores	  entre	   los	   fragmentos.	  En	  cada	  ciclo,	  se	  genera	  un	  
modelo	   de	   la	   macromolécula	   y	   se	   evalúa	   su	   fiabilidad	   con	   CRYSOL.	   El	   movimiento	   de	   los	  
fragmentos	   no-­‐fijos	   está	   restringido	   por	   dos	   parámetros:	   1)	   la	   longitud	   del	   enlace	   entre	   los	  
fragmentos	   y	   2)	   el	   valor	   de	   χ2	   de	   CRYSOL	   no	   puede	   exceder	   de	   2.	   La	   selección	   del	   mejor	  
modelo	   final	  se	  hace	  en	  base	  al	  menor	  valor	  de	  χ2	  alcanzado.	  Si	  bien	  un	  buen	  valor	  de	  χ2	  no	  
garantiza	   una	   solución	   macromolecular	   correcta	   en	   este	   tipo	   de	   cálculos,	   como	   cada	  
reconstrucción	   con	   CORAL	   parte	   de	   unas	   coordenadas	   y	   unas	   orientaciones	   distintas,	   la	  
repetición	   en	   el	   resultado	   de	   distintos	   intentos	   indica	   que	   el	   modelo	   generado	   para	   la	  
macromolécula	  se	  puede	  considerar	  correcto.	  
	  
MÉTODOS	  DE	  PREDICCIÓN	  DE	  ESTRUCTURA	  TERCIARIA	  
Como	   ya	   se	   ha	   comentado	   anteriormente,	   los	   métodos	   de	   resolución	   de	   Biología	  
Estructural	  requieren	  de	  muestras	  de	  proteína	  homogéneas.	  Cuando	  experimentalmente	  no	  es	  
posible	   obtener	   la	   estructura	   tridimensional	   de	   una	   proteína,	   existen	   aproximaciones	  
bioinformáticas	  que	  permiten	  modelar	  y	  predecir,	  con	  mayor	  o	  menor	  confianza,	  su	  estructura	  
terciaria.	  
Por	   una	   parte,	   el	   modelado	   por	   homología	   (homology	   modeling),	   o	   modelado	  
comparativo,	  de	  secuencia	  es	  la	  técnica	  más	  utilizada	  y	  presupone	  que	  aquellas	  secuencias	  que	  
presentan	  un	   alto	  porcentaje	  de	   identidad	   también	   compartirán	  una	  estructura	   similar.	   Esta	  
estrategia	   utiliza	   proteínas	   homólogas	   resueltas	   como	   modelo	   para	   predecir	   la	   estructura	  
tridimensional	   de	   la	   proteína	   diana.	   Este	   es	   el	   caso	   de	   SWISS-­‐MODEL137,	   que	   funciona	   por	  
alineamientos	   de	   secuencia	   con	   proteínas	   homólogas	   con	   altos	   porcentajes	   de	   identidad	   de	  
secuencia.	  Sin	  embargo,	  cuando	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína	  a	  modelar	  presenta	  menos	  de	  un	  
20%	   de	   identidad	   con	   las	   estructuras	   disponibles,	   el	   modelado	   por	   homología	   resulta	   muy	  
complicado	   y	   menos	   eficiente.	   Por	   ello,	   algunos	   programas	   y	   servidores	   de	   modelado	   por	  
homología	   han	   implementado	   la	   comparación	   de	   estructuras	   secundarias,	   como	   el	   servidor	  
CPHmodel138.	  
El	  modelado	  por	   subprocesos	   (threading	  modeling),	   o	   reconocimiento	  de	  plegamientos,	  
se	  utiliza	  para	  aquellas	  proteínas	  que	  no	  presentan	  un	  homólogo	  estructural.	  En	  la	  naturaleza	  
el	   número	   de	   plegamientos	   es	   finito	   (unos	   1300	   plegamientos	   distintos),	   por	   tanto,	   las	  
proteínas	   a	  modelar	   deben	   contener	   alguno	   de	   esos	   plegamientos	   ya	   descritos.	   Primero,	   se	  
predice	  la	  estructura	  secundaria	  de	  la	  proteína	  diana	  y	  luego,	  mediante	  análisis	  estadísticos	  y	  
el	   alineamiento	   de	   las	   estructuras	   secundarias	   de	   la	   proteína	   diana	   con	   fragmentos	   de	   las	  
estructuras	   depositadas,	   se	   identifican	   posibles	   plegamientos	   y	   se	   crea	   un	   modelo	   3D.	   Sin	  
embargo,	  este	  método	  puede	  resultar	  poco	  eficaz	  para	  proteínas	  que	  sólo	  contengan	  hebras	  β,	  
ya	  que	  la	  predicción	  es	  menos	  fiable139.	  
